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RESUMEN.

Se trabajé en los meses de julio agosto de 1994, utilizando
tres machos caprinos de la raza Alpina Francesa, mantenidos en
clima templado. De los cuales se recolectaron 30 muestras de
semen por medic de vagina artificial, para determinar el efecto
del enfriamiento durante dos horas utilizando dos velocidades de
enfriamiento antes de 1la congelacién. Asi como evaluar tres
concentraciones de yema de huevo (5%, 10% y 20%) utilizando como
base diluente Tris-&cido citrico-fructuosa, sobre la motilidad
progresiva y el dafio acrosomal de semen caprino antes y después
de congelacién., También se utilizé la recuperacidén de la motili-
dad progresiva de los espermatozoides como parémetro para la
evaluacién del semen descongelado.

Loa eyaculados se dividieron en 6 alficuotas y se diluyeron
en relacién 1:5 (v/v). Los tubos con semen se distribuyeron en
recipientes de pléstico con capacidad de 500 ml1 y de 250 ml, se
llenaron los recipientes de pléstico con agua a 37°C y se intrxo-
dujeron en un refrigerador a temperatura de 5°C, distribuyéndose
las 6 alicuotas de cada muestra em un s0lo nivel.

Se anoté la hora de entrada de los recipientes al refrigera-
dor, asi como la temperatura que marcaron los termdmetros que
egtaban en los tubos; después cada 15 minutos se registro la
temperatura que marcaban los termémetros por un periodo de 2
horas.

Una vez transcurridas las 2 horas, se procedid a empacar las
muestras en pajillas francesas de 0.5 ml, las cuales se colocaron

en vapor de nitrégeno por un periodo de 15 minutos, para después



introducirlas en el nitxrégeno liquido.

Lag muestras ge conservaron en congelacién por un tiempo
minime de 15 dias.

Una vez congeladas las 30 muestras, se procedié a desconge-
larlas.

Para descongelar las muestras se colocaron tubos con solu-
cién de citrato de godio al 2.9% a 37°C, en donde se metieron las
pajillas por unm lapso de 1 minuto una vez gue fueron sacadas del
nitrégenoc 1l1iquido; pasado el minuto se corté la pajilla para
depositar el contenido en un tubo que ceontenia 1 ml de citrxato de
godio al 2.9% a 37°C, se esperd un tiempo de 10 minutos, para
posteriormente observar la motilidad progresiva de cada alicuota.

Se realizaron tinciones con el colorante de Wells-awa antes
y después de la congelacién; con los frotis cbtenidos tanto del
semen fresco como del semen congelado se evalio la integridad del
acrosoma, utilizando un microscopio 6&ptico con un aumento de
1000x.

En los cuadrados medios del anédlisis de varianza €fueron
significativos los efectos de: porcentaje de yema de huevo
(P<0.0001) y la concentracién espermitica utilizada como covaria-
ble (P<0.05).

La recuperacidn de la motilidad progresiva en el andlisis de
varianza fue significativo en el nivel de yeina {P<0.0001).

La proporcidn de yema de huevo en relacidén con la motilidad
progresiva fue mejor al 20% y 10%, (36.84% y 33.17%) respectiva-
mente y fue peor para la proporcién de 5% (21.92%) (P<0.05).

El ritmo de enfriamiento no afecto la motilidad progresiva.

Tampoco existid interaccidn entre la proporcién de yema y el
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ritmo de refrigeracidén.

Las correlaclones para la motilidad progresiva del semen
fresco fueron significativas con concentracidén espermitica y con
las anormalidades acroaémicas en fresco. Para el descongelado
fueron significativas acrosoma normal fresco (P<0.0003), acrosoma
hinchado fresco (P<0.0001), acrosoma roto £fresco (P<0.008) vy
acrosoma normal descongelado (P<0.01), acrosoma roto descongelado

{P<0.0001), acrosoma ausente descongelado (P<0.02).



INTRODUCCION.

ta cabra es un género gue tradicionalmente ha sido relegada
debido a que se le consgidera como la generwdora de la erosidén o
por transmitir la brucelosis o fiebre de malta. Este animal sin
embargo, ha demostrado tener un gran poder d‘ adaptabilidad y con
buenas posibilidades de produccién, ademAs L‘(ue pude lograr esto
dltimo bajo condiciones que son dificiles o lparcie\].mex:n:e imposi-
bles para otras especies (Corteel 1975 citudol‘t por Castro y Peral~

ta 1986; Roca et al., 1993). ‘

Es por esto que en Udltimas fechas, al darse cuenta de la
gran adaptabilidad y rusticidad que tiene eéte género al medio
ambiente, se ha buscado diferentes procesos p;ra aumentar su pro-
ductividad (Corteel 1975 citado por Castro y Pgralta 1986) .

Uno de esos procesos ha gido el mejormhiento de ovinos y
caprinos por medio de cruzamientos de razas ngtivas y mejoradas
con el objeto de aumentar su produccién, constituyendo esto, una
necesidad imperativa del pais. Por razones ecox‘zémicas y técnicas
la mejor manera para lograr este objetivo es la aplicacién de la
ingeminacidn artificial. Aungue su avance ha sido rdpido, no se
sabe precisar el origen de la inseminacién artificial emn 1los
ovinos y caprinos. De acuerdo con las leyendas, parece que desde
la época pastoril se practicd la inseminac1§n artificial en
ovejas y cabras, trasladando el semen del donante a la hembra
receptora {Rodriguez, 1978, citado por Castro y feralta, 1986) .

El informe mas antiquo acerca del uso de ' la Inseminacién
Arxtificial fue en 1780, cuando Spallanzani, tisiélogc Italiano
obtuvo perritos con este método. Aparecieron“ otros informes

aiglados a final del siglo XIX pero solo bhasta ei‘ afio de 1300 se

4 |



iniciaron estudics extensos con animales de granja en Rusia y
poco después en Japén (Hafez, 1987).

Asi como en los ovinos se considera a la Comunidad de Esta-
dos Independientes (Ex URSS) pionera de dicho método de reproduc-
cién animal, Francia lo es en las cabras (Rodriguez, 1978, citado ’
por Castro y Peralta, 1986).

La ingeminacién artificial consiste en depositar el semen,
ipor via instrumental y en el momento mis oportuno, en la zona més
idSnea de las vias genitales femeninas (Derivaux, 1976).

La inseminacién artificial es una técnica Gtil para lograr
avances genéticos especialmente de las cabras productorag de
leche, ya que se puede realizar pruebas de progenie cuando un
semental tiene la facultad de fertilizar a un gran nimerxo de
hembras incluso en explotaciones diferentes. También facilita la
cruza heterocigética entre razas aumentando el vigor hibrido ya
que el semen congelado puede transportarse f&cilmente y no hay
que llevar sementales a zonas ecolégicas desfavorables y permite
la abaorcién de cabras criollas con razas mejoradas (Trejo 1991).

Las principales ventajas de la Inseminacidn Artificial son:

1) Mejoramiento Genético.

2) Control de enfermedades venéreas.

3) Disponibilidad de registros precisos de reproduccién para

un buen manejo del Hato.

4) Servicio econdmico.

5) Seguridad al eliminar machos peligrosos en la granja

(Bafez, 1987).
La Inseminacién Artificial juega un papel importante, cuan-

titativamente y cualitativamente en el incremento de la poblacién



animal y el aprovechamiento de los productos obtenidos regueridos
por la poblacidn (Azawl et al., 1893).

Tal vez la mayor limitante de la Inseminacién Artificial de
los caprinos en México es que ain falta la ultraestructura y la
organizacién necesaria para que se pueda realizar en gran escala,
pero esto no quiere decir que deban ser descuidados estos aspec-
tos gue contribuyen al mejoramiento de la produccidén {(De Lucas,
1982) . Ademds de que México tieme un alto potencial de produccidén
caprina, sin embargo se estd importando semen de dudosa calidad
genética, por lo que el desarrollo de programas nacionales de
mejoramiento genético e inseminacién artificial deben ser consi-
derados {Trejo y Grajales, 1991).

La Ingseminacidén Artificial requiere de una serie de procedi-
mientos para que pueda Ser realizada y estos son:

a) Coleccidn, evaluacidén y conservacién del semen.

b) Deteccidn del estro.

c} Técnica de Inseminacidn.

{Noriega, 1984).

La coleccién del semen puede hacerse en las cabras, por

medio de dos técnicas gue son:
La vagina artificial.
La electroeyaculacién.

La vagina artificial consiste en un tubo rigido de material
aislante, dentro del cual se coloca una funda de hule, entre las
dos se agrega agua a una temperatura de 42 a 44°C. Una vez cerra-
dos los extremos del tubo, se puede introducir aire por medio de
una vilvula para darle presién a la cavidad de la vagina artifi-

cial, después se coloca un cono de hule con el tubo colector de



semen .

10s machos pueden aprender a realizar 1a monta primero con
hembras en celo natural o inducido, baciéndolo despuds que se
acostumbran con cualquier hembra o maniqui. Una vez que el macho
realiza la monta, se desvia el pene y se introduce en la vagina
artificial. Cuando se realiza antes de la coleccién una monta
falsa (Se desvia el pene ain dntroducirle a la vagina
Arﬁificial), aumenta la concentracién y motilidad de los esperma-
tozoides obtenidos en el eyaculado (Gonz&lez, 1975).

El método de electroeyaculacidn, se utiliza en animales que
rehusan realizar la monta y congiste en la introduccién de dos
electrodos por el recto, de tal manera que se producen estimulos
eléctricos (0-12 volts), sobre 1las gléndulas accesorias, los
misculos y nervios responsables de 1la eyaculacién. El semen
obtenido de estd manera tiene un mayor volumen de secreciones de
glandulas accesorias, por lo que la concentracién de espermato-
zoides en el eyaculado es menor a la obtenida por el método de la
vagina artificial (Corteel, 1981; Trejo, 1931).

El volumen de semen normalmente eyaculado es alrededor de 1
gl aunque existen variaciones entre y dentro de razas. Ademéds de
las’ influencias de tipo ambiental, asi como de la edad, nimero de
eyaculaciones o forma de recoleccidn. Se han reportado volimenes
que van de 0.5 hasta 5 ml.

El color normal del semen es blanco lechoso hasta un amari-
1le pajizo con aspecto cremoso; la densidad o relacidn entre la
parte celular y la plasmitica, est& estrechamente relacionada con
ol color. De esta forma los colores lechosos y la baja viscosidad

estén relacionados con bajas concentraciones esperméticas, siendo



lo contrario en aquellos cremosos. A través del colér también
pueden ser detectadas anormalidades como son la presencia de
sangre, orina © pus.

El pH norxmal del semen‘es ligeramente &cido giendo este de
alrededor de 6.8 con fluctuaciones de 6.2-6.5. Los valores mAs
altos estan generalmente relacionados con secreciones de las
gléndulas secretoras, presencia de orina en el eyaculada aungue
también ha sido sedalado que esta asociado a alta mortalidad
espermitica.

La motilidad es el primer pardmetro a medir de las caracte-
risticas microscépicas. La llamada motilidad masal que consiste
en colocar una gota de semen fresco sobre un porta objetos que ha
sido previamente calentado a 37-38°C, y se observa en un micro-
scopio con una platina a una temperatura similar a la del porta-
objeto, para asi evitar alteraciones en el comportamiento de los
espermatozoides. De acuerdo al tipo y fuerza de movimiento se da
una escela de 0 a 5, en el cual, el valor de ¢ de la muestra no
presenta motilidad y 5 es una motilidad excelente (80%).

‘ La motilidad progresiva se examina al diluir el semen en un
preparado de citrato de godio al 2.9% para obtener una dilucién
1:100, se observa con el objetivo de 10X y se evalia el paso de
10 espermatozoides a través del campo y al igual que en el casa
anterior se da una calificacién en la cual se asigna un 10% por
eppermatozoide gue avance en forma xecta, El semen para ser
utilizade en la inseminacidén debe tener una motilidad progresiva
minima de 70% (Zemjanis, 1981; Agraz, 1984; Trejo, 1984; De
Lucas, 1986; Salamon, 193%0).

Para conocer la concentracién existen dos formas de hacer la



evaluacisn, una directa a través del conteo de espermatozoides o
bien indirecta por medio de un espectrofotémetro. Para realizar
el conteo en forma directa se reguiere de un hematocitdmetro (De
Lucas, 1986).

El semen de la mayoria de los machos contiene algunos esper-
matozoides con defectos de conformacién, Esto por lo general, no
se asocia con fertilidades miAs bajas, hasta que la proporcién de
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anormales exceda el 20%. Frecuent te ¢ > el de un

macho muestra un elevado porcentaje de células anormales presenta
a la vez baja conceantracién de espermatozoides y escasa motilidad
(Esquivel, 1986). Por lo general, las anormalidades se dividen en
dos clases: Primarias y Secundarias.

Anormalidades Primarias.- Estas son de origen testicular. 8e
deben a alguna falla durante el proceso espermatogénico y esta
no gse corrigié mientras el espermatozoide pasaba por el sistema
de conductos.

En cabeza:

1.- En forma de pera

2.~ Redondos

3.~ Alargados

4.- Microcefélicos

5.- MacrocefAlicos

6.- Dobles

7.- De acrosoma anormal

s to int dios

1.~ Doblado
2.- Doble
3.- Abaxial



Cola:
1.- Enrocllada sobre la cabeza
2.- Enrollada en forma de ocho
3.- Enrollada en sgituacidn proximal
4.- Enrollada en situacién distal
5,- Cola rudimentaria
6.- Presencia de gota citoplasmitica
Anormalidades secundarias.- Estas anormalidades aparecen durante
el paso de los espermatozoides por el sistema de conductos,
después de salir de los tubos seminiferos y del testiculo (Soren-
sen, 1982; Holy, 1583; Pérez, 19584).
1.~ Cabeza desprendida
2.~ Gota citoplasmitica en el cuello o cola
3.- Cola en gancho
( Boly, 1983; Pérez, 1984).
En el cuadro No.l se nbservan las caracteriasticas del semen

caprinoc en condiciones normales.

CUADRO 1.
CARACTERISTICAS DE UN SEMEN NORMAL Y ESPECIFICACIONES DE INSEMI-
NACION ARTIFICIAL PARA CABRAS.

RANGO MEDIA
Volumen {ml) 0.1-1.5 0.8
Concentracién (miles de millones) 2~ 4.5
Motilidad Progresiva (%) 60-80 70
Egspermatozoides Anormales (-%) 5-20 11
Concentracién a la inseminacién 100-150 -
Sitio de inseminacidn Cervix-Utexo -~

i;:?te: Adaptado de Hulet y Shelton, 1980, citado por De Lucas,
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Los machos caprinos pueden eyacular varias veces al dia
durante varias semanas, sin que disminuyan las reservas de esper-
matozoides en el epididimo (Foote, 1979). Pero existen variacio-
nes en el volumen del semen eyaculado durante las estaciones del
aflo. Se ha obgervado que el volumen miximo se obtiene en otofic y
el minimo durante el invierno (Patil y Raja, 1978).

En algunag razas la concentracidén espermitica no varia en
eyaculados fuera de la estacidén de cria. El aumento del plasma
seminal en la estacién de cria es por que el epididimo y gléndu-
las accesorias son andrégeno dependientes y los andrégenos fuera
de la estaciém de cria estdn disminuidos.

La capacidad espermidtica se va modificando de acuerdo a la
estaciéo y al fotoperiodo; las mejores caracteristicas seminalas
en cuante a motilidad, porcentaje de espermatozoides vivos y de
anormales, volumen y color tienen lugar en las razas europeas
hacia el otofio, durante la estacidén de cria, algunas informacio-
nes sobre razas de la India sefialan al verano como la época mAs
favorable. Es conveniente recordar que todo el aparato reproduc-
tive se encuentra bajo influencia de complejos hormonales, eantre
los que destaca la testosterona, la que es fundamental no solo en
la espermatogénesis sino en el crecimiento y actividad de las
gléndulas accesoriag, asi tenemos que el mayor volumen de eyacu-
lado ¥ su mejor calidad, mostrada por su contenido de fructuosa,
&cido citrico y protefina, influyen sobre otros aspectos como el
de la motilidad espermética que se ve aumentada (Barba, 1990;
Delgadillo et al., 1992).

Roca et al., (1993), observaxon que durante verano y otociio

se incrementaba la concentracién de fructuosa y &cido citrico.
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Rsta diferencia estacional se la atribuyeron a los camwbios de la
cantidad de luz en dias larges. Sin embargo consideran que estos
cambios no afectan la calidad del gemen debido a que no encontra-
ron diferencias significativas entre los parfmetros estudiados
(motilidad, morfologfa y dafdo acxosomal) .

Bste efecto sSe ba obgervado incluso en eapermatozoides
recolectados en otra estacién y a los que se les ailadié plasma
seminal de est& época, el efecto inverso se ve cuando ge agrega
plasma recolectado en estaciones fuera de la cria; esto parece
tener su origen en un factor inhibidor de la motilidad (Barba,
1990) .

Los cambios que experimenta la calidad espermitica gegin la
aestacién estén en intima relacién con su capacidad fertilizadora
(De Lucas, 1986).

La cantidad de semen y espermatozoides decrece por la hiper-
termia por las altas temperaturas aumbientales, por la humedad
relativa, por 2las lluvias y por los bajos niveles de energia
{Corteel, 1981).

El gemen recolectado por los procedimientos antes descritos,
sufre una previa dilucién apropiada y conveniente de tal forms
que el producto de un sclo eyaculado puede servir para la insemi-~
nacifén de un nimero adecuado de hembras (Derivaux, 1976).

La inseminacién artificial se inici6é con la utilizacisn del
semen fresco y posteriormente con semen congelado, 1o que ha
permitido un avance genético en diversas especies particularmente
en los bovinos. Sin embargo es la especie caprina, no ha dado
reaultados tan satisfactoriocs como en los bovinos, ya que la

fertilidad alcanzada ha sido relativamente baja. Pero asi compara-
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mos el uso de sSemen congelado entre cabras y borregos, tendremos
que en las primeras los resultados ason mis exitosos (Salamon y
Visser, 1974 citado por Esquivel, 1986).

En la inseminacién artificial se han empleado diferentes
tipos de diluentes como gelatina, yema de huevo, leche descremada
y otrosg; con el propésito de aumentar el volumen del eyaculado y
de proveer al espermatozoide de un medio que llene sus requeri-
mientos fisioldgicos y le permita sobrevivir y conservar su
capacidad fecundante. Pese a la congelacidén los resultados obte-
nidos con los diferentes diluentes son gimilares en cuanto a la
recuperacidn de la motilidad y fertilidad, por lo gue es posgible
emplearlos indistintamente (Blackshaw, 1960).

El semen fresco sin diluir puede utilizarse cuando se aplica
en periodos cortos después de haberse obtenido. Se puede conser-
var el semen diluido a 5°C, declinando la fertilidad pocos dias
después, por 1o que ge recomienda utilizar como méiximo un dia
después de la recoleccién (Noriega, 1984).

Otrxa forma de conservar el gemen es la congelacién en nitxré-
geno liquide (-196°C) con ls ventaja de que se obtiene un estado
mAs estable asgi como un tiempo més prolongado de almacenamiento.

Para la congelacién del semen deber& diluirge con un Qiluen-
te que lleve un agente crioprotector (Salamon et al., 1990).
¥uchas células tienen alta recuperacién 86lo ai un crioprotector
estd presente en el medio que la suspende durante el enfriamien-
to. Estos compuestos se bhan clasificado en: a) Penetrantes como
el glicerol y el dimetil sulfoxido (DMSO) y b) No penetrantes
como la polivinilpirrolidena (PVP) y Polimeter Hidroxiethil

starch (HES) .
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La proteccién de estos compuestos se basa en la xestriccién
de la congelacién intracelular y reduccién al minimo del dailo
celular debido a los solutos cnacentrados en el medic durante el
enfriamiento (Fraser, 1962; Locksley, 1978).

Diversos autores coinciden en el uso del glicerol como
agente crioprotector, los porcentajes recomendados por los auto-
res se encuentran dentro del rango del 4-8% para el uso de este '
en el diluente (FPraser, 1962; Piser y Fairfull, 1984; Salamon et
al., 1990; Gurpaul, 1992).

Los diluentes mis comfinmente utilizados para diluir semen,
para ingeminacién artificial, vaginal o cervical, contiene como
amortiguador el tris o el citrato, glucosa o fructuosa como
fuente de energia y yema de huevo para proteger a la membrana del
espermatozoide contra el choque por f£rio (Salamon et al., 1990;
Vishwanath et al., 1992). N

En cuanto a los medios que contienen yema de huevo se han
obtenido resultados contradictorios para la fertilidad, esto se
debe a una caracteristica del plasma seminal del macho cabrio,
ya que contiene una enzima (Fosfolipasa A) que se origina en la
gléndula bulbo-uretral, cuando se utiliza un diluente conteniendo
yema de huevo esa enzima puede degradar la lecitina de la yema,
formandose productos téxicos para los espermatozoides a la vez
que se produce la coagulacién del medio. A estd enzima se 1le
conoce con el nombre de “Enzima que coagula la yema de huevo”
(salamon et al., 1990; Corteel, 1981).

La concentracién de la enzima varia entre los diferentes

machos cabrios y es més alta cuando se obtiene semen mediante el
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electroeyaculador (Salamon et al., 19590}.

Corteel {(1981), menciona que los diluentes con yema de hueve
han sido utilizados con resultados de fertilidad muy irregulares,
los diluentes con base de leche descremada han obtenido mejores
indices de fertilidad.

Los mejores resultados con Semen congelado caprino se han
obtenido cuando antes de congelarse se centrifuga y se diluye
para concentrar el paquete espermiitico y agi eliminar la mayor
cantidad de plasma seminal, con este procedimiento se han aumen-
tado las tasas de fertilidad del semen congelado (Corteel, 1981).

Por otro lado Moreno en 1987, concluyé que el diluente TRIS
se puede utilizar con éxito en la congelacién de semen caprino,
al utilizarlo después del lavado seminal, ya que los espermato-
zoides tienen una mejor motilidad progresiva post-descongelacidn.
También menciona que el semen diluido en leche tuvo wvalores
bajisimos de motilidad tanto lavando como sin lavar el plasma
seminal (4.9% y 6% respectivamente), lo cual cree que se debio a
la concentracién de leche utilizada {(15%).

Trejo en 1891, comenta que algunos investigadores recomien-
dan lo que se ha denominado el “lavado del semen", que consiste
en extraer el plasma geminal; para ello se adiciona una solucién
galina fisioldgica al semen y se somete a centrifugacién, de tal
forma de lograr la separacién del paquete celular espermdtico del
plasma seminal. De ésta manera Se conserva la accién bené&fica de
las lipoproteinas y lecitinas de la yema que protegen al esperma-
tozoide del choque térmico, sin embargo, se pueden presentar
pérdidas de espermatozoides hasta de 70% con doble lavado que

deben ser cuantificadas.
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En el trabajo realizado por Grajales y Trejo (1991), men-
cionan que la recuperacién de la motilidad progresiva, fue mejox
para las muestras de semen sin centrifugar que para las centrifu-
gadas. La variacién encontrada, sugiere gque las variaciones
individuales entre los machos, puede ser mAs importante el tipo
de dilu.ente empleado o la cepntrifugacidn.

El lavado del eyaculado se realiza en solucién Krebs-~Ringer-
Fosfato-Glucosa centrifugando a 700 gravedades/15 minutos. Sin
embarge bajo lasg condiciones de México el semen sin centrifugar
ha dado mejores resultados (Trejo, 1991).

Salamon et al., (1990), mencionan la utilizacién del diluen-~
te yema de huevo-tris-fructuosa, para la congelacién de semen
caprino.

Rl semen preparado para congelar se enfria primeramente a
5°C y aqui se le da un tiempo de reposoc conocido como periodo de
equilibrio que comprende de 2 a 3 horas (Fraser, 1962; Westhuy-
sen, 1978; Fiser, 1984; De Lucas, 1986; Moreno, 1987; Grajales y
Trejo, i991), para luego ser colocado en pajillas o preparado en
forma de pellets. Se coloca en vapor de nitrSgeno por un periodo
de 8 a 10 minutos, lo cual permite que descienda la temperatura
de -70 a -80°C y de aqui se sumergen en el nitrégeno liquido para
bajar a -196°C, la cual es la temperatura de conservacién hasta
ser utilizado (De Lucas, 1586).

Lo anterior se debe a que el congelamiento demasiado répido
puede causar un chogque térmico y la formacién de hielec intexno.
El congelamiento lento hace que aumente la concentracidn de sal a

medida que el agua se congela é&ste aumento en la presidn osmética
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en un pericdo prolongado de congelamientc lento puede daiiar las
proteinas y lipoproteinas de los espermatozoides y su acrosoma
{Goffaux y Corteel, 1967; Hafez, 13987).

Mann en 1964, compard el consume espermitico de fructuosa en
el medio de dilucidn en semen de toro bajo las siguientes condi-
ciones: fresco, enfriado lentamente y enfriado xéipidamente,
obgexvando que a los treinta minutos la fructuosa utilizada fue
de 2.8, 2.1 y 0.3 mg/ml de semen por cada unoc de los tratamientos
respectivamente, a los 60 minutos la fructuosa utilizada fue 5,
4.2 y 0.4 mg/ml de semen en el migmo orden y finalmente a los 30
minutos los espermatozoide utilizazron 6.8, 5.9 y 0.5 mg de fruc-
tucsa por ml de semen para cada tratamiento respectivamente, el
enfriamiento lento en é&ste trabajo congistidé em bajar 5°C porx
hora, los resultados sugieren que el bajo consumo de fructuosa
gefialado para el semen con enfriamiento répido a mis de 5°C por
hora correspondidé a espermatozoides muertos, pero el autor no
menciona Con gque porcentaje se corraelacionS.

Tambidn hay autores que ban bajado la temperatura de 35°C a
5°C en tiempos que varian de 75 minutos a 1.5 horas sin que se
afecten o interfieran sus resultados al final de sus pruebas
{Robkins et al., 1976; Almquist et al., 1982).

Ennen et al., en 1976, mencionan que en los rXesultados de su
estudio, observd que la motilidad de los espermatozoides enfria-
dos porxr dos a cuatro horas no varidé y gque log espermatozoides
enfriados por mAs de cuatro horas mostraron una motilidad supe-
rior a agquelles espermatozoides enfriados en 30 minutos.

McDonald, en 1978 menciona que a el semen parcialmente

diluido, se le disminuye la temperatura de 35°C hasta 5°C con un
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promedio de descenso de 6°C por hora durante un tiempo que va de
5 a 5.5 horas,

En general, dentro del proceso global de congelacién de
semen se han utilizado y se est&n utilizando los més diversos
tiempos de enfriamiento del semen, que van de 75 minutos hasta
5.5 horas, pero no se tiene ninguna correlacién entre los dife-
rentes tiempos y sus efectos en la recuperacién espermdtica post-
descongelacién (Pinzén, 1993).

Otro elemento importante es el dafio acrosomal que se produce
durante la dilucién y equilibramiento, asi como, en menor canti-
dad, durante el congelado (Furnusek et al., 1981 citados pox
Cagtro y Peralta, 1986).

El acrosoma es un saco membranoso delgado, de doble capa,
que se adosa fuertemente al niicleo durante la espermiogénesis,
cubre la porcidn anterior del niicleo. Es una estructura similar a
un capuchén, que contiene enzimas liticas (Hafez, 1987).

En células con daflo acrogomal, no necesariamente se encuen-
tra afectada l‘a motilidad, pero si su fertilidad, El 68% del dailo
acrogomal estd distribuido al azar entre la poblacién de células
méviles e inmSviles. Debido a esto, la evaluacién de motilidad no
da un margen confiable de la fertilidad del semen descongelado,
sin embargo, la motilidad progresiva ha sido empleada comiinmente
para evaluar el resultado de la congelacidén del semen (Healey,

1969) .
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OBJETIVOS.

Los objetivos del presente trabajo son:

-Evaluar tres concentraciones de yema de huevo (5%, 10% y 20%)
utilizando como base diluente Tris-&cido citrico-fructuosa, sobre

la motilidad progresiva y el daflo acrosomal de semen caprino.

~Evaluar dos velocidades de enfriamiento para la congelacién de

semen caprino

-Comparar la motilidad progresiva de los espermatozoides antes y

después de congelacidn

~Evaluar la recuperacién de la motilidad progresiva de los esper-

matozoides

-Evaluar el dafio acrosomal después de congelacién
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MATERIAL Y METODOS.

Para la realizacidn del presente trabajo, se utilizaron las
inétalaciones de la Pacultad de Estudios Superiores Cuautitlén
localizadas en el Municipio de Cuvautitldn Izcalli, Estado de
México a 2450 mgom, a 19° 43' de latitud norte y a 99°¢ 14' de
longitud poniente (Garcia, 1973).

Se trabajé en los meses de julio y agosto de 1994, utilizan-
do tres machos caprinos de la raza Alpina Francesa con las si-
guientes edades, dog con 1 aflo y uno con 2 afios, entrenados para
trabajar en la vagina artificial.

Se revisd la condicién general de los animales, posterior-
mente se recolectaron 30 muestras de gsemen (10 muestras por cada
macho) .

La vagina artificial en la gue se recolectd el semen es un
tubo rigido de 12 cm. de larxgo y de 5 cm., de di&matro, al cual se
le colocdé una funda de polietileno sujetada en ambos extremos;
asi mismo, en uno de los extremos se colocd un cono de polietile-
no el cual contenia su vez un tubo colector graduado cubierto con
un protector contra la radiacién solar, los cambios de temperatu-
ra y los golpes.

A la vagina artificial se le dio presidén y temperatura,
mediante la utilizacién de agua caliente de 45 a 55°C y una
vélvula,

Se prepaxd una solucién madre colocando 81.79 gr. de Tris
(Eidroximetil amino-metano), 45.77 gx. de &cido citrico, 33.76
gr. de fructucsa, 2 500 000 UI de penicilina y 2.5 gr. de eatrep-
tomicina, en 2 500 ml de agua desmineralizada. Una vez homogenei-

zada la solucidn se distribuyd en matraces de pldstico con una
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capacidad de 150 ml cada uno. El diluente Se conservé em congela-
cién, conforme se requirié se fue descongelando un matraz por dia
de trabajo.

Se preparSs el diluente agregando a la solucidén madre tres
diferentes concentraciones de yema de huevo (5, 10 y 20%) de la
siguiente manera: en tres probetas de 50 ml se agregaron 2 ml de
glicerol (para una concentracidn final de 4%) en cada una, en la
primera probetg se adicionaron 10 ml de yema més 0.1 ml de
colorante vegetal rojo y se aforé a 50 ml con la Solucién madre
(20%) .

En la segunda probeta se adicionaron 5 ml de yema mis 0.1 ml
de colorante vegetal verde y se aforo A 50 ml con la Solucidén
madre (10%).

En la tercera probeta se adicionaron 2.5 ml de yema més 0.1
ml de colorante vegetal amarillo y se afors a 50 ml con la Solu-
cién madre (5%).

Estando preparados los diluentes con cada una de las tres
concentraciones de Yema se colocaron en un bafio Maxia a 37°C y se
midié el pH (anexo 1).

Se preparé una solucién de citrato de sodio al 2.9%, de la
cual se tomaron 9.9 ml y se colocaron en tubos de ensaye de 20 ml
que se conservaron a 37°C,

Se preparé la vagina con el mé&todo anteriormente mencionado.
8e colocé una hembra en estro inducido, en el potro de conten-~
cién, se saco a los machos uno por uno realizandoseles una lim-
pleza previa del prepucio con un paflo himedo para disminuir la
contaminacién del semen.

Una vez que se obtuvo la muestra se determiné por obsexva-
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¢ién directa la cantidad eyaculada (la muestra para ser procesada
debid contener minimo 0.7 ml de semen) y se colocc en bafio maria
a 37"C.‘

De la muestra se tomo 0.1 ml y se diluyé en los tubos con
citrato de sodio al 2.9% de manera que e obtuvo una dilucién del
gemen (1:100) (Semen:volumen). Se tomé una gota de esta dilucién
gemen:citrato de sodioc y se colocd en un portaobjetos mantenido a
temperatura de 37°C para que se evaluara la motilidad progresiva.

Observando al microscopio con el objetivo 10x y expresando
el resultado en porcentaje. La evaluacién fue realizada por el
método de ciego simple.

Para procesar la muestra debid tener el 60% o miAs de motili-
dad progresiva, se prepararon 6 alicuotas en parte proporcional
al volumen y se agregé diluente en relacién 1:5 (v/v).

Quedando dos alicuotas con la misma concentracién de yema en
tubos de diferente tamafio de la siguiente manera:

A) Un tubo con capacidad de 10 ml con dilucién semen:diluente 20%
B) Un tubo con capacidad de 10 ml con dilucién semen:diluente 10%
C) Un tubo con capacidad de 10 ml con dilucién semen:diluente 5%
D) Un tubo con capacidad de 5 ml con dilucién semen:diluente 20%
E) Un tubo con capacidud de 5 ml con dilucién semen:diluente 10%
F) Un tubo con capacidad de 5 ml con dilucién semen:diluente 5%

Los tubos con capacidad de 10 ml fueron colocados en reci-
pientes de pldstico con capacidad de 500 ml; los tubos con capa-
cidad de 5 ml fueron colocados en recipientes de plé&stico con
capacidad de 250 ml.

Estos tubos se mantuvieron en posicién vertical dentro de

los recipientes al ser introducidos por un orificio que se hizo
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exp:o:eao‘en la tapa de los mismos.

Para evitar la contaminacién de las muestras los tubos
fueron tapados con una pelicula de cera.

Pars facilitar el manejo de las muestras, el procedimiento
se realizé en dos fxreas fisicas. En el laboratorioc de campo loca-
lizado en el &rea de corrales se obtuvo el semen, gde evalio la
motilidad progreaiva del semen fresco y se realizd la dilucién.

Después las muestras fueron transportadas al laboratorio de
reproduccién donde se encontraba un bafio Marfa con agua a 37°C,
con l1la cual se llenmaron los recipientes de pléstico y se cerra-
ron.

También se preparé un tubo de 10 ml y otxo de § ml con 1 ml
de diluente, en cada uno de estos tubos se colocd un termdmetro
de laboratorioc y se introdujo en reciplentes de pldstico de 500
ml como en recipientes de 250 ml respectivamente, a los cuales
también se les colocd agua a 37°C y sirvieron para establecer el
ritmo de refrigeracisa.

Una vaz gue todos los recipientes se llenaron con agua ge
introdujexon en un refrigerador a temperatura de 5°C, diatribu-
yéndose las 6 alicuotas de cada muestra en un 50lo nivel.

Se anotd la hora de entrada de los recipilentes al refrigera-
dor, asi como la temperatura que marcarxon los termémetros que
estaban en los tubos, degpuéa cada 15 minutos se regiliatrd 1la
temperatura que marcaban los termdmetros por un periodo de 2
boras.

Una vez transcurridas las 2 horas, se procedisé bajo refrige-
racidn a empacar las muestras en pajillas francesas de 0.5 ml,

lag cuales se colocaron en vapor de nitrégeno por un periodo de
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15 minutos, para después introducirlas en el nitrdgeno liguido.

Las muestras se congervaron en congelacién por un tiempo
minimo de 15 dias.

Con la dilucifn de semen:citrato de sodic se hicieron tin-
ciones con el colorante de Wells-awa, permaneciendc por 15 minu-
tos en la estufa a 37°C, para después realizar un frotis .

De la dilucién 1:100 semen:citrato de godio, se tomd un
mililityro y se diluyd en un mililitro de solucién de Bancock para
tenexr una dilucién (1:200) {semen:volumen) con lo cual se evalus
la concentracidn egpermética en usa cfimara de hematocitémetro.

Una vez congeladas laa 30 muestras, se procedidé a desconge-
larlas.

Para descongelar lag muestras se preparo un baiio maria a
37°C, en el cual se colocaron tubos con capacidad de 10 ml con
solucién Qe citrato de sodio al 2.9%, en donde se metieron las
pajillas por un lapsc de 1 minuto una vez que fueron sacadas del
nitrdgenc liquido; pasado el minuto se corto la pajilla para
depositar el contenido en un tubo de 5 ml que contenia 1 ml de
citrate de sodio al 2.9%, se espexS un tiempo de 10 minutos,
para posteriormente observar la motilidad progresiva de cada
alicucta.

Una vez obsgervada la alicuota, se realizd una tincién con el
colorante de Wells-awa, se mantuvo en una platina térmica a 37°C
por 15 minutos y Se procedid a realizar el frotis del migmo.

Con los frotis obtenidos tanto del semen fregco como del
semen congelado se evalio la integridad del acrosoma, utilizando
un microscopio Sptico con un aumento de 1000x.

Se considerd como recuperacién de la motilidad progresiva a
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la proporcidn existente entre la motilidad del semen descongelado
¥ la motilidad del semen fresco, asignando a este Gltimo un valor
del 100%.

Los datos, fueron evaluados estadisticamente por anflisis de
varianza con efectos fijos, utilizando al semental como blogque y
los valores de semen fresco como covariable mediante el método de
cuadrados medios, utilizando el programa SAS en su rutina GLM.
Las variables representadas en porcentaje, fueron transformadas
al arcoseno raiz cuadrada de la proporcién, para cumplir con el
supuesto de normalidad del andlisis de varianza, comparando las
medias en la misma rutina SAS por diferencia minima significativa

(Steel y Torrie, 1980) utilizando el siguiente modelo:

Yijk mp+ Ty Rj + Ti'Rj + A+ Sl(Pn-Pﬂ) + By (Vn-vii} + 83 (Cn-CHl) + gijk

Donde:
Y es la variable de xespuesta.
u#  es la media poblacional constante.
T; es el aefecto del i-&simo nivel de yema (i = 2,2,3).
Rj es ?;. etecto)del j-&simo ritmo de refrigeracidn
=1,2,).
Ti*Rj es la interaccién entre el nivel de yema y el ritmo
de refrigeracidn.
Ax es el efecto del k-&simo semental utilizado como bloque. -
84 (Fn-Fi) es la variable de respuesta medida en el semen
fresco, utilizada como covariable.
85 (Vn-Vd) es el volumen del semen destinado como alicuota,
utilizado como covariable.
83(Cn-Cd) es la concentracién espermética del eyaculado
evaluada en el semen fresco y utilizada como
covariable.
Eijk es el error aleatorio = NID (0,0%).
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RESULTADOS.

En el cuadro 1 aparecen los cuadrados medios del andlisis de
varianza y se aprecia que fueron significativos los efectos de:
porcentaje de yema de hueve (P<0.0001) y la concentracién esper-
mAtica utilizada como covariable (P<0.05).

La recuperacién de la motilidad progresiva en el andlisis de
varianza se distingue que fue significativo en el nivel de yema
(P<0.0001) (Cuadro 2).

La proporcién de yema de huevo en relacidén con la motilidad
progregiva fue mejor al 20% y 10%, (36.84% y 33.17%) respectiva-
mente y fue peor para la proporeién de 5% (21.92%) (P<0.05)
{Cvadro 3).

Bl ritmo de enfriamiento no afecto la motilidad progresiva
(Cuadro 4).

Tampoco existié interaccién entre la proporcién de yema y el
ritmo de refrigeracidém (Cuadro 5){(Grafica 1).

En el cuadro & se publican las conclugsiones para la motili-
dad progreéiva tanto del semen fresco y del descongelado y se
puede apreciar gue para el fresco fueron significativas con
concentracidén espermitica y con las anormalidades acrosomicas en
fresco. Para el descongelado fueron significativas acrosoma
normal fresco (P<0.0003), acrosoma hinchadeo £resco (P<0.0001)},
acrogoma roto fresco (P<0.008) y acrosoma normal descongelado
(P<0.01), acrosoma roto descongelado (P<(.0001), acrosoma ausente

descongelado (P<0.02).
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CUADRO 1.
ANALISIS DE VARIANZA PARA LA MOTILIDAD PROGRESIVA Y LA INTEGRIDAD DEL ACROSOMA DE ESPER-
MATOZOIDES CAPRINOS CONGELADOS CON TRES PROPORCIONES DE YEMA DE HUEVO Y DOS RITMOS DE

REFRIGERACION.
CUADRADOS MEDTIOS
FUENTES MOTILIDAD ACROSOMA ACROSOMA ACROSOMA ACROSOMA
DE gl PROGRESIVA NORMAL HINCHADO ROTO AUSENTE
Chivo 2 522.80 142.89 148.02 51.85% 1.61
Nivel de yema 2 3586.41**** 110.27 39.66 16.91 0.12
Ritmo de
refrigeracién 1 116.60 1.25 2.68 2.81 0.08
Yema X Refrigeracién 2 41.61 140.78 130.24 5.48 0.95
Motilidad progresiva .
semen fresco (covarianza) " 1 75.24 0.62 0.08 3.43 1.13
Volumen Gtil eyaculado 1 0.44 113.41 339.66* 13.17 . 9.01%w>
(covarianza) .
Volumen por alicuota 1 392.16 132.60 234.38 0.42 4.31%w
(covarianza)
Concentracién 1 970.87* 779.27%% 294.50 125,23 %% 1.03
Error 168 206.85 112.59 89.89 8.95 0.65
* P<0.05
**  Pc0.01

**% DP<0.001
#wws Pc0.0001



CUADRO 2.
ANALISIS DE VARIANZA PARA RECUPERACION DE MOTILIDAD
PROGRESIVA DE ESPERMATOZOIDES CAPRINOS.

FUENTES DE VARIACION gl RECUPERACION MOTILIDAD
PROGRESIVA
c-h.:l.-Jo- ------------------------- 2 T o _1—1-9.8-.-5—0 ---------
Nivel de yema 2 7201 . 52%%ww
Ritmo de refrigeracidn 1 167.83
Yema X Refrigeracidn 2 - . 49.27
Errox S 471.99

* P<0.05

hld P<0.01

***  P<0.001
wesw P<0.0001
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CUADRO 3.
PORCENTAJES AJUSTADOS POR LA COVARIANZA DE LOS VALORES DEL SEMEN FRESCO PARA LA MOTILIDAD
PROGRESIVA, RECUPERACION DE MOTILIDAD PROGRESIVA E INTEGRIDAD ACROSOMAL DE ESPERMATOZOI-
DES CAPRINOS POST-DESCONGELACION, CON TRES DIFERENTES CON CENTRACIONES DE YEMA DE RUEVO.

BOTILIDAD RECUPERACION DE ----==-----cmeecmmcmcoccecosoccccameosoonmoan
TRATAMIENTO PROGRESIVA ¥OTILIDAD PROG.  NORMAL HINCHADO ROTO AUSENTE
{medias + Error Kstédndar)

Yema 20% 36.84+1.85(a) 52.9932.80(a) 65.33t1.84 30.73%1.79 3.5140.33 0.3130.07
Yema 10% 33.17¢1.85(a) 47.76+2.80(a) 66.05:+1.84 30.71x1.79 2.9010.33 0.28£0.07
Yema 5% 21.92£1.87(b) 31.95%2.80(b) 67.08£1.84 30.2141.79 2.3040.33 0.2310.07

Literales diferentes en las columnas representan diferencia significativa (P<0.05)



CUADRO 4.
PORCENTAJES AJUSTADOS POR LA COVARIANZA DE LOS VALORES DEL SEMEN FRESCO PARA LA MOTILIDAD
PROGRESIVA, RECUPERACION DE MOTILIDAD PROGRESIVA E INTEGRIDAD ACROSOMAL DE ESPERMATOZOI-
DES CAPRINOS POST-DESCONGELACION, CON DOS DIFERENTES RITMOS DE REFRIGERACION ANTES DE
CONGELAR.

A C R (o] S 0O M A
MOTILIDAD RECUPERACION DE B e L L T e R P
TRATAMIENTO PROGRESIVA MOTILIDAD PROG. NORMAL HINCHADO ROTO AUSENTE

(medias t Exrror Esténdar)

b4 Recipiente

de :

500 ml 31.4541.51 45.2032.29 67.36+1.50 29.41+1.46  2.96+0.27 - 0.30+0.06
Recipiente . ‘ L - ‘

de TR e SR
250 ml 29.84+1.52 43.2742.29 64.941£1.50 - 31.70+1.46 - 2.841+0.27 .0.2540.06

No se encontrxo diferencia significativa.



1€

CUADRO 5.
PORCENTAJES AJUSTADOS POR LA COVARIANZA DE LOS VALORES DEL SEMEN FRESCO PARA LA MOTILIDAD
PROGRESIVA, RECUPERACION DE MOTILIDAD PROGRESIVA E INTEGRIDAD ACROSOMAL DE ESPERMATOZOI-
DES CAPRINOS POST-DESCONGELACION Y SUS INTERACCIONES ENTRE TRES DIFERENTES CONCENTRACIO-
NES DE YEMA DE HUEVO Y DOS DIFERENTES RITMOS DE REFRIGERACION ANTES DE CONGELAR.

YEMA X MOTILIDAD RECUPERACION DE =  ~--cccccccciccecccnummmccntmacencomanncncac-
REFRIGERACION PROGRESIVA MOTILIDAD PROG. NORMAL HINCHADO ROTO AUSENTE
{(medias : Error Esténdar)

Yema 20% X
recipiente .
500 ml 37.0142.62 53.1343.96 65.00+2.60 31.1342.53 3.6640.47 0.3330.11

Yema 20% X
recipiente o
250 ml 36.6742.62 52.85t3.96 65.6612.60 30.3332.53 3.3610.47 0.3010.11

Yema 10% X
recipiente . -
500 ml1 33.6712.62 48.59+3.96 69.60+2.60 27.4632.53 © 2.63£0.47 0.30:0.11

Yema 10% X . )
recipiente - ST . : .
250 ml 32.67%2,62 46.9413.96 62.50+2.60. 33.96%2.53 5 3.16+0.47 0.261+0.11

Yema 5% X . - .
recipiente e L . .
500 ml 23.67t2.62 33.8843.96 67.50£2.60  29.63£2.53°: 2.60£0.47 - 0.2640.11

Yema 5% X
recipiente
250 ml 20.16+2.67 30.01%3.96 66.66+2.60 30.80+2.53 2.00+0.47 0.2010.11

No existio interaccién significativa entre la proporcién de yema utilizada y el ritmo de
enfriamiento.



CUADRO 6.
CORRELACIONES ENTRE LA INTEGRIDAD ACROSOMAL, LA MOTILIDAD PROGRESIVA (DEL SEMEN FRESCO Y
DESCONGELADO) , CONCENTRACION ESPERMATICA, VOLUMEN POR ALICUOTA ¥ VOLUMEN UTIL EYACULADO,
DE ESPERMATQZQIDES CAPRINOS.

MOTILIDAD PROGRESIVA MOTILIDAD PROGRESIVA VOLUMEN UTIL VOLUMEN POR’

DEL SEMEN FRESCO SEMEN DESCONGELADO POR EYACULADO ALICUOTA

Concentracién 0.35 NS 0.36 0.39
espermitica P<0.0001 P<0.0001 P<0.001
Motilidad progresiva 0.1 NS NS -0.12
semen descongelado P<0.13 : P<0.07
Acrosoma Normal -0.28 0.26 NS NS
Freaco P<0.0001 P<0.0003
Acrosoma Hinchado 0.23 -0.29 NS NS
Fresco P<0.001 P<0.0001
Acrosoma Roto - 0.19 : ’ -o.is NS NS
Fresco P<0.01 P<0.008

& Acroscma Ausente 0.18 NS -0.21 -0,22
Fresgco P<0.009 . P<0.003 P<0.002
Acrosoma Normal NS 0.17 NS NS
Descongelado P<0.01
Acroscma Hinchado N8 NS C NS NS
Descongelado }
Acroscma Roto NS . -0.34 NS NS
Descongelado - P<0.0001
Acrosoma Ausente NS ~0.16 - NS b 5]
Descongelado P<0,02 '

NS = po significativo.



GRAFICA 1. RITMO DE ENFRIAMIENTO PARA
SEMEN CAPRINO DILUIDO CON DIFERENTES
NIVELES DE YEMA DE HUEVO.
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DISCUSION.

Para la concentracién de yema al 20%, los resultados obteni-
dos en este trabajo respecto al porcentaje de motilidad progresi-
va gon inferiores a lo reportado por los siguientes autores que
trabajaron con la misma concentracién.

Deka et al., (1987) utilizando diluente de Tris-Yema de
huevo obtuvieron 67.52% de motilidad progresiva.

En 1988 Ozsar et al., reportan una motilidad progresiva de
60-65% al utilizar como diluente base Leche descremada, glucosa y
glicerol al 7%. Los resultados obtenidos por los autores antes
mencionados también fueron superiores a logs reportados por Tuli
et al., (1992) y Pintado et al., (1992) los cuales obtuvieron
44.5% y 45.6% de motilidad progresiva post-descongelacién respec-
tivamente, con la diferencia de que Tuli et al., (1992) utiliza-
ron 6.8% de glicerol y Pintado et al., (1992) utilizo glucosa en
vez de fructuosa en el diluente. Sin embargo Valencia et al.,
(1993) obtuvieron que la motilidad progresiva post-descongela-
¢idén tuvo un rango de 58.7 a 62.7%, y al igual que Pintado et
al., (1992) quienes agregaron glucosa al diluente a diferencia de
este trabajo en el cual gse utilizé frﬁctuou.

Cabe mencionar que en las dos horas en gue el semen se
refrigero la temperatura llego a 7-9°C, a diferencia de lo repor-
tado por la mayoria de los autores que refrigeraron las muestras
hasta alcanzar 1los 5°C de temperatura, sin mencionar cuanto
tiempo tardaron las muestras en llegar a esa temperatura,

Para la recuperacién de la motilidad progresiva obtenida en

este trabajo fue similar a la reportada por Grajales y Trejo
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(1991) y Medrano (1993) (el cual trabajo con ovinos y una concen-
tracién de 24% de yema de huevo) los cuales reportan 50.7 y 50%
respectivamente, pero es inferior a lo reportado por Valencia et
al., (1993) que obtuvieron un rango de 73.6 a 78.5%.

En lo que respecta a la integridad del acrosoma Deka y Rao
(1985) reportaron que para el diluente Tris-Yema el dafio acxoso-
mal fue de 12,37%. E1l mismo autor pero en 1987 reporta 12.35% de
dafio acrosomal para el mismo diluente. Sin embargo estos resulta-
dos son superiores a los reportados por Valencia et al., (1993)
los cuales obtuvieron. 9.27% de dafio acrosomal. Los resultados
antes mencionados fueron inferiores a los obtenidos en este
trabajo (33.8%).

Pintado et al., (1992) utilizando el diluente Trig-Yema en
las mismas proporciones cbtuvieron 37.8% de acrosomas normales el
cual resulto inferior que el porcentaje obtenido en este trabajo
{67.3%), este resultado, los autores lo adjudican a un efecto del
plasma seminal, el cual fue evidente qQue actud después de desa-
congelayr.

Los resultados para la concentracién de yema al 10% obteni-
dos en este trabajo resultaron ser superiores para la motilidad
progresiva a los resultados reportados por Ritar y Salamon (1991)
Yy Azawi et al., (1993) los cuales fueron 16.6 y 21.7% respectiva-
mente. Cabe mencionar que la concentracién de yema utilizada por
Ritar y Salamon {1991) fue de 12%.

Con respecto al daiflio acrosomal Azawl et al., (1993) obtuvie-
ron un 33.4% de anormalidades acrosomicas el cual es similar al
resultado obtenidoc en este trabajo (33.8%). Las diferencias

encontradas entre los autores mencionados y este trabajo pueden
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ser debidas al tiempo de almacenamiento de las muestras, debido &
que algunos autores lo realizaron por periodos de tilempo menores
al realizado en este trabajo.

salomcn et al., (1990) publica y recomienda la utilizacién
de la yema de huevo a una concentracién de 5%, mencionando que no
habr& peligro siempre que no se diluya a proporciones superiores
de 1:3 (semen:diluente) y ademas aflade "si se precisa de una
mayor copocentracidén se debe reducir la cantidad de yema de huevo,
para evitar la coagulacidén del medio”. E1l mismo autor en colabo-
racidn con Ritar pero en 1991 reportan una motilidad progresiva
de 21.3% utilizando como diluente base Tris y una concentracién
de yema al 6%. Este resultado es similar al obtenido en este
trabajo de acuerdo al porcentaje, pero no de acuerdo a gue sea la
mejor concentracién para la congelacién de semen caprino.

Aunque Ritar y Salamon {1591) encontraron diferencias entre
las concentraciones de yema de huevo y la édpoca del afio en su
trabajo, Roca et al., (1993) mencionan que aungue existen varia-
ciones en el plasma seminal, no consideran (ue estos cambios
afecten la calidad del semen, debido a que no encontraron dife-
rencias sgignificativas entre 1los parémetros que estudiaron
(motilidad, morfologia e integridad acrosomal). Ademas de que no
se puede establecer una concentracidn de yema determinada para la
dilucisn del semen caprino, debido a las variaciones que suelen
presentaxr los machos entre si,

Para el xritmo de xefrigeracién Gilbert y Almguist (1978)
reportaron que al enfriar el gemen de bovino en 3,5 horas de 28 a
5°C se obtenia mayor porcentaje de acrosomas intactos (61%) vy

motilidad progresiva (35%), que enfriando en 0.5 horas. Estos



autores utilizaron una concentracifén de yema de 20% y 6% de
glicerol.

Dhami et al., (1992), al trabajar con semen de bovino obser-
varon que enfriando de 10 a 5°C en diferentes periodos de tiempo
(15, 30, 60 y 120 minutos), obtuvieron un 68.6% de motilidad
progresiva al enfriar durante 120 minutos de 10 a 5°C, el sewmen
ya se encontraba en pajillas y los autores nc mencionan la con-
centracién de yema utilizada.

Dhami y Shani (1993), utilizando el diluente Txis como base
y una concentracién de yema del 10% obtuvieron un porcentaje de
40.8 de motilidad progresiva post-descongelacién, al utilizaxr un
enfriamiento de 30 a 5°C durante un periodo de 2 horas.

Pinzén, (1993) al enfriar semen de bovino de 35 a 5°C duran-
te un periodo de 90 minutos obtuvo un porcentaje de recuperacién
de la motilidad progresiva de 45.3, a diferencia de este trabajo
el autor utilizo como diluente base Citrato de sodio y yema a una
concentracién de 20%. Todos estos autores concluyercn gque es
mejor utilizar un enfriamiento lento que uno répido.

En este trabajo no se encontraron diferencias significativas
entre el ritmo de refrigeracidém, motilidad progresiva, integridad
del acrosoma y proporciones de yema de huevo (5,10 y 20%), con
relacién al manejo del enfriamiento antes de congelar el semen
solo se encontraron referencias en bovinos, sin embargo, la dife-
rencia entre la capacidad de los recipientes, utilizada en este
trabajo, pudo ser un factor que contribuyoc a que no existiera
diferencia entre los ritmos de refrigeracién empleados, ya que
otrgs autores evaluaron recipientes de mayor capacidad contra

recipientes de mucho menor capacidad (1200 ml vs. 250 ml).
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La correlacién entre motilidad progresiva del semen fresco y

la concentracidn espermftica nos indica que a mayor concentracién
el porcentaje de motilidad progresiva es mayor, esto creemos gue
se debe a un efecto Sptico al evaluar la motilidad progresiva de
un eyaculado,

De acuerdo a 103 resultados obtenidos de la correlacidn
entre la motilidad progresiva y las anormalidades acrogomicas, no
existe una influencia de la conformacién del acrosoma (normal,
hinchado, roto o ausente) sobre la motilidad progresiva que
presenten los espermatozoides.

Healey (1969) mencions que en «élulas con dafio acrosomal, no
necesariamente se encuentra afectada la motilidad, pero si su
fertilidad. E1 68% de dafio acrosomal esta distribuido al azar
entre la poblacién de células méviles. Debido a esto la evalua-
cién de la motilidad no da un margen confiable de la fertilidad
del semen.

Tasseron et al., (1977) mencionan que si bien el dafic acro-
somal es causante de infertilidad, mucho més importante es 1la
motilidad progresiva de los espermatozoides.

Bernabé y Tello {1985) observaron que si existe una correla-
cién entre la anormalidades acrogomicas y la motilidad progresi-
va, pero estos autores se lo atribuyeron al tipo de diluente
utilizado. A diferencia de otros autores y a la luz de los estu-
dios sobre la integridad de las membranas pareciera que son
importantes tanto la motilidad progreaiva como la integridad del
acrosoma, para lograr un alto indice de concepcidn al utilizar la

ingseminacién artificial.
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EL utilizar diferentes ingredientes en el diluente bhace
suponer que fue uno de los factores que influyeron en los resul-
tados obtenidos, otro factor gue pudo haber sido deterxrminante,
fue el tiempo empleado en el procesamiento de las muestras, es
decir el tiempo transcurrido entre la recoleccidn de la muestra
hasta antes del proceso de refrigeracidn, el cual vario de 15 a

25 minutos.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

Una vez analizados los resultados se concluye lo siguiente:

-La concentracién de yema de huevo al 20% y 10% fue mejor
protector que la concentracién de yema al 5%, en relacién a la
motilidad progresiva, bajo las condiciones en que se realizo este
trabajo.

-El xitmo de refrigeracién durante el periodo de dos horas
no afecto la motilidad progresiva de las muestras trabajadas.

-Las proporciocnes de dafioc acrosomal no se vieron afectadas
ni por la concentracién de yema de huevo, ni por el ritmo de
enfriamiento utilizados en este trabajo.

-Se recomienda la utilizacién del valor de la recuperacién
de la motilidad progresiva como parfmetro para la evaluacién del
semen descongelado.

-De acuerdo a los resultados obtenidos y a la controversia
existente en la bibliografia consultada, se sugiere se busque la
concentracién de yema de huevo ideal en el diluente Tris de
acuerdo a cada macho cabrio que se haya seleccionado para traba-

jax.
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ANEXO 1.
pH DE LOS DILUENTES UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO
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