UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA ANIMAL, PRODUCCION ANIMAL,
BROMATOLOGIA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

TESIS DOCTORAL

PRODUCCION Y CONGELACION SEMINAL EN LA VARIEDAD
MAJORERA DE LA AGRUPACION CAPRINA CANARIA

FERNANDO CABRERA MARTIN

Las Palmas de Gran Canaria, 1999

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



72/1998-99
UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA
UNIDAD DE TERCER CICLO Y POSTGRADO

Reunido el dia de la fecha, el Tribunal nombrado por el Excmo.

Sr. Rector Magfco. de esta Universidad, el/a aspirante expuso

esta TESIS DOCTORAL.

Terminada la lectura y contestadas por el/a Doctorando/a las

objeciones formuladas por los sefiores miembros del Tribunal,

éste calificé dicho trabajo con la nota de STRRETHLLCNTE Lot (AODE
PO AR 18 ¢ 073D

Las Palmas de Gran Canaria, a 15 de julio de 1999.

ol v s

El/a Presidente/a: Dr. D. Emil'oAESpinosa Veldzquez,

El/a Secretario/a: Dr. D. Antonio Ruiz Reyes,

Pera,

oh Gonzdlez Romano,

El/a Vocal: Dr.D. Juan Capote Alvarez,

/

Z Fernando Cabrera Martin,

El Doctorando:

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



UNIVERSIDAD DE 1.AS PAILMAS DE GRAN CANARIA
DOCTORADO EN VETERINARIA
Departamento de Patologia Animal, Produccién Aunimal, Bromatologia v
Tecnologia de los Alimentos

Programa de Producciton vy Reproduccion Ovina v Caprina

i VT AT et
i LASPALMASDES, CANARIA
H

{ M2 Documento ..
:

b
1 N° Copia e e
. e

PRODUCCION Y CONGELACION SEMINAL EN LA VARIEDAD
MAJORERA DE LA AGRUPACION CAPRINA CANARIA

Tesis Doctoral presentada por: Fernando Cabrera Martin
Dirigida por los doctores: Auselmo Gracia Molina

Fernando Gonzédlez Valle

Los directores El doctorando

(firmas)

Arucas (Gran Canaria, Islas Canarias), a 25 de mayo de 1999

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



D, ANSELMO GRACIA MOLINA, Catedratico de Universidad del
Departamento de Patologia Animal, Produccién Animal, Bromatologia y
Tecnologia de los Alimentos y D. FERNANDO GONZALEZ VALLE,
Profeser Titular Interino de Universidad del Departamento de Patologia
Animal, Produccién Animal, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos
de la Universidad de [.as Palmas de Gran Canaria.

INFORMAN

Que la Tesis Doctoral titulada “PRODUCCION Y CONGELACION
SEMINAL EN LA VARIEDAD MAJORERA DE LA AGRUPACION
CAPRINA CANARIA”, de la que es autor el Licenciado en Veterinaria D.
FERNANDO CABRERA MARTIN, ha side realizada en e Departamento
de Paiologia Animai, Produccién Animal, Bromaiologia y Tecnologia de
los Alimentos de fa Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, bajo
nuestra direceidn, reuniendo, 3 nuestro juicio, las condiciones requeridas
para optar al grado de Doctor en Veterinaria.

Y para que conste a los efectos oportunos, firmamos el presente-en
Arucas, 25 de mayo de 1999.

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Algunoes resultados del presente trabajo han sido publicados en los
siguientes Congresos y revistas:

Cabrera F Gonzalez, F., Batista, M., Forga, J., Gonzalez, C., Gracia, A.,
1997. Estudio sobre la pméuccxou seminai del macho de }a Agmyacwn

Caprina Canaria {variedad Majorera) a lo largo del afio. En: V11 Jornadas
sobre Produccion Animal, Zaragoza. .75 4. 18, 1I: 443-445

Gracia-Molina, A., Cabrera-Martin, F., Gonzélez-Valle, F., Batista-
Arteaga, M., Forga-Martel, J., 1997. Estacionalidad en la produccion
seminal de la variedad Majorera de la Agrupacion Caprina Canaria. Av.
Aliment. Mej. Anim. 37, 4-5: 26. Abstract.

Cabrera-Martin, F., Gonzélez-Valle, F., Batista-Atteaga, M., Forga-Martel,
J., Rugeles-Pinto, C.C., Gracia-Molina, A., 1997. Efecto del lavado vy €l
difuyente sobre ia congelabilidad del semen de {a Agrupacion Caprina
Canarta (variedad Majorera) v su conservacién durante 6 meses, En: [
Congreso Tbérico de Reproduccidn Animal, Estoril, Vol. T 24-100.

Cabrera-Martin, F., Gonzalez-Valle, F., Batista-Arteaga, M., Forga-Martel,
J., Gracia-Molina, A., 1997. Produccién y congelacién seminal en la
Agrupacion Caprina Canaria (A.C.C.). En: V1 Encuentro de Veterinarios
de Jas Regiones Auténomas de Azores, Madeira v Canarias, Maspalomas,
Gran C b&ﬁ&i‘l&, 42-45,

Cabrera-Martin, F., Gonzélez-Valle, F., Batista-Arteaga, M., Forga-Martel,
J., Calero-Carballo, P.O., Gracia-Molina, A., 1998. Estudic sobre la
produccion seminai del macilo de la Agrupacién Caprina Canaria (variedad
Majorera} a lo largo del afie. Archives de Reproduccidn Animal 6. 6-11.

Cabrera; F., Gounzdlez, F., Batista, M., Forga, I., Calero, P, Gracia, A.,
1598. Inﬁuencm de la ed d los factores ambientales sobre la produccién
seminal de fa Agrupacién Caprma Canaria (variedad Majorera) a o largo
del afio, En: Produccidén Ovina v Caprina, XX Yomadas Cientificas v [
Internacionales de 1a Sociedad Espaficla de ‘Ovinotecnia v Caprinotecnia,
Vitoria-(GGasteiz, 525-528.

Cabrera-Martin, F., Gonzédlez-Valle, F. Batmfa—Afteaga M Forga-M&rﬁel,
i, G“acxa-w’ieima, A., 1998. mﬂaencm de la edad y los factores

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



ambientales sobre la produccion seminal de la Agrupacion Caprina Canaria
{variedad Majorera) a lo largo del allo. Av. Aliment. Mej. Amim. 38: 39,
Abstract

Gracia, A, Cabrera, F., Gonzélez, F., Batista, M., Forga, I, Calere, P,
1998. Efecto de la proporcidn de yema sobre la conservacidn de semen
congelado en ia Agrupacidon Caprina Canaria (variedad Majorera). En:
Produccién Ovina v Caprina. XXUI Jomadas Cientificas v 1T
Intemnacionales de la Sociedad Espafiola de Ovinotecnia v Caprinotecnia,
Vitoria-Gasteiz, 517-320.

Gracia-Molina, A., Cabrera-Martin, F., Gonzalez-Valle, F., Batista-
Arteaga, M., Forga-Martel, J., 1998. Efecto de la proporcién de yema
sobre la conservacion de semen congelado en la Agrupacidn Caprina
Canaria (variedad Majorera). Adv. Aliment. Mej. Anim. 38, 4-5; 41,
Abstract.

* Parte de este trabajo ha sido financiado con el proyecto “Inseminacion
Astificial: congelacin y aplicacién seminal en ganado capring” de la
Universidad de {.as Palmas de Gran Canaria. Afios 1995-1997

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



AGRADECIMIENTQS

A mis directores de Tesis, Dr. D. Anselmo Gracia Molina v Dr. D.
Fernando Gonzalez Valle por su especial implicacién en el desarrollo de
gsta tesis, y por io gue me han ensefiado durante todo este tiempo.

A mus compafietos en la unidad de Reproduccidén v Obstetricia, Miguel
Batista Arteaga, por los Gtiles consejos prodigados, v Petra Calero Carballo
por su colaboracion en la fase final de la Tesis.

A los compaficros del 4rea de Produccion Animal, Juan Luis Lépez
Ferndndez, Rafael Ginés Ruiz, y Anastasio Argiclio Henriguez, por su
contribucidn al desarrolfo técnico y material de este trabajo.

A Ventura, Juan Herrera, Pepa y Resario, quienes en sus respectivos

puestos de trabajo hicieron posible €l desarrollo de la fase experimental de
Ia Tesis.

Al Departamento de Patologia Animal, Produccién Animal, Bromatologia
y Tecnologia de los Alimentos, la Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria y a todos sus componentes, por la gestion que ha hecho posibie ei
desarrollo de esta Tesis.

Al Instituto Nacional de Meteorologia, por permiticr el acceso a datos
climatologicos de gran importancia para poder llevar a cabo parte del
gstudio experimental.

A 13 Couvseieria de Educacién, Cultiwa v Deportes del Gobierno de
Canarias, por brindarmos a mi y a otros mtichos como yo la oportunidad de
iniciamnos en fa labor nvestigadora financiando nuestra estancia a lo {argo
del transcurso de la Beca.

A mt novia, mas padres, shuelas, hermanos, tios, primos, compafieros v
amigos, a quienes espero compensar algin dia por no haberles podido
dedicar todo el tiempo que se merecen.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



INDICE GENERAL

1.
2

INTRODUCCEON e
REVISION BIRLIOGRAFICA
2.1, PRODUCCION SEMINAL DEL MACHO CABRIO

2.2

2.1.1. METODOS Y FRECUENCIA DE RECOGIDA ..
2.1.2. CARACTERISTICAS SEMINALES ......cccc.......
2. 1.3, FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE 1.AS

CARACTERISTICAS SEMINALES ......occo......... |
2.1.3.

1

BSIACION .

2.0, 3.2, NUICION o.ooveeeces e eeeeseeeeaseeesaes

2.1.3

3.

Factores sociales ..o,

CONSERVACIONBEL SEMEN .o
2.2. 1. SEMEN FRESCO ............ et e n e
2.2,2. SEMENREFRIGERADO ..o,
2,23, SEMENCONGELADO ...,

2.2. 3.
2.2.3.

2.2.3.

2.2.3.
2.2.3.
2.2. 3
2.2.3.
2.2.3:

1.
2.

3.

® =Ny A

Meétodo y frecuencia de recogida .........

Contrastacion y seleccion de
evaculados .................

Dilucion de evaculados ...,
2.2.3.3. 1. Diluvenies empleadeos ....
2.2.3.3.2. Layemadehuevo...........
2.2.3.3.3. Tasadedilucién .............
2.2.3.3. 4. Proceso de dilucion .......
Descenso de temperatisra ..o
Periodo de equilibracion ......................
Congelacién propiamente dicha ..........
Conservacion en nitrégeno liguido ......
Descongelactdn ......ooovevevnesnn,

11
13
14
14
15
s
16
16

17
17
17

23

24

25

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Indice general

2.2.3.9 Contrastacion y seleccion del semen

congelado-descongelado ..o . 27
2.3. INSEMINACION ARTIFICIAL ..., 29
2.3.1. METODOS DE SINCRONIZACION-
INDUCCIONDEL CELO oo 29
2.3:2. INSEMINACION ARTIFICIAL
PROPIAMENTEDICBA ..., 30
2.3.3. FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA
FERTILIDAD DE LA INSEMINACION
ARTIFICTAL oo . 31
2.3:3: 1. Método de sincronizacion-
imduceidn del celo .o, 31
2.3:3:2. Momento de inseminacion ................... 32
2. 3.3. 3. Nimero de inseminaciones v dosis ...... 33
2.3.3.4. Profundidad de deposicion .............. 33
2.3.3.5. Otros factores ....... et 34
2. 3.4, FERTILIDAD TRAS LA MONTA NATURAL
Y LA INSEMINACION ARTIFICIAY, . ... 34
: MATERIAL Y METODOS ..o 37
3.1 ANIMALES . 38

3. 1. 1. CONDICIONES DE MANEIQ, ESTADO
SANITARIO, ALOJAMIENTO Y

ALIMENTACION . e es s 38

3.2, SITUACION GEOGRAFICA Y CONDICIONES
CLIMATICAS e aeee e 38
3.3. METODO Y FRECUENCIA DERECOGIDA ... 38
3.4, CONTRASTACION SEMINAL ... S e 42
3.5, CONGELACIONDEL SEMEN . . ... 43
3.5. 1. DILUYENTES oo 43
3.5.2. “LAVADO” DE LOS ESPERMATOZOIDES .. 43
3.5.3. DILUCION .o, et ee s 43

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Indice general

3:5:4. ENVASADO ... oo e e e —
3. 5. 5. DESCENSO DE TEMPERATURA

356 BEQUILIBRACION e

3:5:7. CONGELACION PROPIAMENTE DICHA ..

3.6. CONTRASTACION D

3.6 1

3.6.2.
3.6.3.

3.6.4. .
3.7. DISENO DE LA EXPERIENCIA ........ocooovvvveve,
3. 8. ANALISIS ESTADISTICO
3.8.1.
3.8 2. SEMEN DESCONGELADO
o RESULTABOS oo

MOTILIDAD INDIVIDUAL PROGRESIVA.

TRAS LA DESCONGELACION (MIPD} ............

PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES
VIVOS (PEV) ...

PORCENTAUIE DE ESPERMATOZOIDES CON

ACROSOMA NORMAL (PEAN) ...

SEMEN FRESCO

AsvrrrTrraazesnransasyy

EL SEMEN DESCONGELADBO
DESCONGELACION ..o,

...............................................

4,1, RESULTADOS OBTENIDOS EN El. SEMEN

FRESCO e e
CARACTERISTICAS SEMINALES ...,
ANALISIS DE VARIANZA ...,
EVOLUCION ALOLARGODEL ANO ...

CORRELACIONES CONTL.OS FACTORES
CLIMATICOS ... RSSO e erreeenaene

A

e
- ek e el

=~
BN

>

L

4.1.4 1. Correlaciones con las condiciones

climaticas del dia de larecogida ..........

4.1.4.2. Correlacion con las condiciones
chimaticas medias de varios dias

previos alarecogida ...

CORRELACIONES CONLA EDAD DE LOS

MACHOS

T -

.................................

47
47
47
49

49
49

49

49

51

52
52
52

34

57

38
58
58

66

66

67

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Ingice general -

4.2. RESULTAROS QBTENIDOS EN EL SEMEN

CONGELADO-DESCONGELADO 80
4.2. 1. ANALISISDE VARIANZA oo, 80
4.2.2. DIFERENCIAS ENTRE METODOS DE
CONGELACION MM} oo - 81
4,2 2. 1. Efecto del “lavado” .. RS § |
4.2.2.2. Efecto de la proporcion de vema de
‘huevoen el diluyente ...ooccoevvenneennn. . 81
4.2.2.3. Efecto del diluyente ... IUOORNRUSTR - |
4.2.3. EFECTO DE LA ESTACION O EPOCA DE
RECOGIDA (E) .. .. 82
4.2.4. EFECTO DEL TIEMPO DE CONSERVACION
10 JRTUO S e e 83
5. DISCUSTION ..o eeeeeeeees oo 93
5.1.. SEMEN FRESCO ... . A 94
5.1.1. CARACTERISTICAS SEMINALES ..., 04
5.1.2. VARIACION INDIVIDUAL . oo 94
5.1.3. EVOLUCIONALOLARGODELANO ... 95
5.1.4. RELACION CON LOS FACTORES
CLIMATICOS ............ et et e eeeteeen .97
5.1.5. RELACIONCONLAEDAD ... 99
5.2. SEMEN CONGELADO-DESCONGELARQ ... 99
5.2.1. VARIACION INDIVIDUAL ... oo, 99
5.2.2. DIFERENCIAS ENTRE LOS DISTINTOS
METODOS DE CONGELACION oo, 100
5:2.72.1.. Efecto del “lavado” 100
5.2.2.2. Efecto de la proporcion de yema ......... 103
5.2.2.3. Efectodel diluyente ............................. 104
5.2.3. EFECTO DE LA ESTACION O LA EPOCA DE
RECOGIDA (B) cvreeveeeeeeeeeeeee oo eesresenees 104
5.2.4. EFECTO DEL TIEMPQ DE CONSERVACION 105

v

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Indice general -

® 2o

he

ABREVIATURAS EMPLEADAS . . 129

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive




INDICE DE TABLAS

Tabla 1
Tabia 2
Tabla 3
Tabla 4
Tabla §
Tabla 6
Tabla 7
Tabla-8
Tabla ¢
Tabla 18

Tabla 11

Tabla 12

Tabls 13 .

Tabla 14

rrrrrrrrToTTevas s ex e T b

TrrrrrreresTrvsrrTrTY Y vy

rrrrtvaryresrrrrrrreateaoT s

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

D S e . PR

L Y T T T A PPN

B L T Top

Vi

Tabla 15
Tabla 16
Tabla 17
Tabla 18
Tabla 19
Tabla 20
Tabla 21
Tabla 22
Tabla 23
Tabla 24

Tabls 25

Tabla 26
Tabls 27
Tabla 28

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



INDICE DE FIGURAS

Figural ... 4
FiguraZ ..oiiinn 4
Figarald ... 5
Figurad ... 40
Figura 5§ ... 41
Figura6 ... 43
Figunra7 ... 50
Figura8 ... 60
Figura 9@ ..., 60
Figura 10 ... 60
Figunra 1l . ... 61
FigaraiZ ... 61
Figura 13 ... 63
Figura 14 ... 63
FigralS ... 63
Figurai6 ... 64
Figura 17 ... 64
Figura 18 ... 69
Figaral9 ... 69
Figura20 ... 69
Figura 21 ... ... 69
Figura 22 ..o 69
Figura23d ... SN

Figura2d ... 70
Figara25 .. 72
Figura26 ... 72
Figura27 .o 72
Figura 28 .. ... 72
Figura 29 i 72
Figera30 ... 72
Figura3l ... 73
Figara 32 ..o 75
Figura 33 ... 75
Figara3d ... 75
Figura3S ...l 75
Figura 36 ........cccoveeenn. 75
Figara 37 .. 75
Figpra3d8 ... 76
Figura39 ..o 78
Figura 40 ... T8
Figura 4l ... 78
Fignrad2 ... 78
Figurad3d ... 78
Figuradd ... T8
Figura 48 ... 79

VI

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS



Introduccién

1. INTRODUCCION

Del estudio de los restos arqueoldgicos de las Islas, se desprende que
et torno 3 los 2000-2500 afios a.C. comenzaron a Hegar las primeras tribus
procedentes del noroeste afficano, constituyendo el primer asentamiento
humane del Archipidlago. Casi la misma antigitedad se atribuye a los restos
arqueolégicos  de la paleocabra Canaria cncontrados en Villaverde
(Fuerteventura), de origen también norteafticano, v de fa gque quedan

algunos ejemplares en Las Desiertas, algunos kilémetros al norte del

Archipiélago Canario, habidndose extinguido hace poco en La Palma
(Meco, 1992, 1994). La Conguista de Canarias v el descubrimiento de
América a finales del siglo XV, representd para la cabra Canaria un
- constanite aporte genético, al convertirse Canarias en paso obligado para las
rutas transocednicas. De ahi Ia notable influencia en algunos aspectos
externos de razas portuguesas como la Charnagueira o Ia Serpenting,
espatiotas del Tronco Pirenaico v Granadina, del resto de Europa como la
Saanen, o afficanas como [a Nubiana, que sin duda contribuyeron a
configurar la actual Agrupacién Caprina Canaria (Capote et al,, 1992).

En la Agrupacion Caprina Canaria (A.C.C.) se distinguen tres tipos
étnicos: el Majorero, el Tinerfefio y el Palmero (Capote, 1985), Con Una
produccion media de 547, 429 y 363 litros de Ieche por lactacién
respectivamente (Capote et al, 1992), formando parte del grupe de los
considerados mds aptos para la produccién lechera en el dmbito
mternacional (Jordana et al., 1991; Fresno et af,, 1392, Capote ef al,, 1996). E£I tipo
Majorero es el més extendido, ocupando en su origen préacticamente la
mitad de la superficie del Archipiélago Canario, correspondiente a las tres
islas mds orientales: Lanzarote, Fuerteventura v Gran Canaria. Adaptada a
un medio inhdspito con escasos recursos aglimenticios v a su vez siendo
seleccionada empiricamente para la produccion lactea durante siglos, la

cabra Maiorera se ha perfilado como un animal de extraordinaria rusticidad

y-uva gran capacidad lechera, que sin duda la convierten en objetivo de
NUMerosos proyectos cientificos y productivos. El tipo Tinerfefio v el
Palmero se distribuyen por las islas mds occidentales (Tenerife, {.a Palma,
La Gomaera y El Hierro), adaptadas en el caso del subtipo Tinerfesio del
‘Norte a regiones himedas con pastos mas abundantes, y el Palmero a zonas
abruptas de dificil acceso. FEstos dos tipos, compensan su menor
produccién con un mayor rendimiento guesero v una excelente adaptacion
a sus habitats, aprovechando de forma inmejorable los recursos de su
entorno.
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Introduccién

El nimero de efectivos de Ia A.C.C. ronda los 275.000 animales
segin el Ditimo censo efectnado en 1996 (Consejeria de Agricuitura,
Ganaderia y Pesca del Gobierno de Canarias), la mayor parte concentrada
en las islas de Gran Canaria, Fuerteventura v Tenerife (Figura 1), en parte
debido a su mayor extension; 1a Figura 2 viene a coerroborar este hecho,
asemejandose la densidad de poblacién enire unas y otras iskas. Sin
embargo, la contribucion del sector al ambito laboral no es muy manifiesta
en islas como Gran Canaria, Tenerife o Lanzarote, donde la importancia

del sector servicios es manifiesta, debido al gran desarrofio de} turismo

(Pigura 3).

Ante la inminente tmplantacidn de futuros planes de mejora gendtica
v la creciente demanda de nuestra agrupacidn racial desde muy diversas
regiones, rtesulta imprescindible el conocimiento exbaustivo de fa
produccién y calidad seminal del macho de Ia Agrupacién Caprina
- Canaria, asi como su posibilidad de conservacién. Por estas razounes, los
objetivos fijados en el presente trabajo son:

1. Determinar la produccién v calidad seminal del macho de la
variedad Majorera de la A.C.C. a lo largo del afio y su relacién
con factores climdticos.

2. Valorar la eficacia de distintas técnicas de congelacion en
fancidn de:

3. El“lavado” de los espermatozoides antes de Ia dilucién
b. Eltipo de diluyente

¢. La proporcion de yema de huevo en el dilnyente

¢. La época del ado

2. Eltiempo de conservacién

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



| Y R e ]
ii.:ai;‘%:iiii'i'é:at:

Figura 1. Distribucion del censo caprino en las Islas Canarias:
Fuerteventura (F), Lanzarote (LZ), Gran Canaria (GC), Tenerife (TF), La
Palma (P), La Gomera (G) y El Hierro (H).

m GC 0o H 3%
34% 3%

Figura 2. Densidad en cabezas de ganado caprino por km’ en las Islas
Canarias: Fuerteventura (F), Lanzarote (LZ), Gran Canaria (GC), Tenerife
(TF), La Palma (P), La Gomera (G) y El Hierro (H).
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Iatreduceién

Figura 3. Numero de cabezas de ganado por cada 1.000 habitantes en las
Islas Canarias: Fuerteventura (F), Lanzarote (LZ), Gran Canaria (GC),
Tenerife (TF), La Palma (P), La Gomera (G) y El Hierro (H).
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Revisién bibliogrifica

2.3 PRODUCCION SEMINAL DEE MACEO CABRIO

2. 1. 1. METODOS Y FRECUENCIA DE RECOGIDA

La recogida semival en mache cabrio suele vealizarse mediante

vagina artificial a 40-44°C (Ritar y Salamon, 1982, 1991; Greyling y Grobbelaar,
1983, Loubser y van Niekerk, 1983; Memon et al,, 1985; Mukherjee y Nelson, 1987
Skalet et al, 1988; Chauhan vy Anand, 1990; Dunner v Vazquez, 1994; Pintado et al.,
1991b, 1992; Tuli ef al., 1991; Ritar et o, 1992; Roca et al.,, 1992a, 1992b; Tuli y-Holtz,
1992, 1984, 1985; Dunner, 1993; Ritar y Bali, 1993; Singh et al;, 1995, 1996; Sinha et al,
1985, 1996, Pérez y Mateos, 1996, 1997; Karatzas et &, 1997), o electroeyaculacion
{Greyling v -Grobbelaar, 1983; Loubser ¢f al., 1983a; Skalet ¢t al.,, 1988; Azawi ¢f &,
1993). Este Gltimo métede, sin embargo, properciena eyaculados de peor
calidad, con mayor volumen, pero menor concentracion, ‘menot motilidad
y/o menor porcentaje de espermatozoides vivos (Greyling y Grobbalaar, 1983:
Peskovatskov, 1985). Para la monta suele recurrirse a la inmovilizacién de
una hembra ovariectomizada (Roca et ., 19822, 1892b; Ahmad y Noakes, 1996;
Karalzas et al,, 1997; Pérez y Mateos, 1996, 1997), ya que Ia ausencia de ovarios
en la hembra proporciona un estade reproductivo constante de ésta a lo
largo de las sucesivas recogidas. Muchos autores practican una
estrogenizacion periddica de fa fhembra mientras se profonguen los
periodes de recogida seminal (Chemineau, 1986b; Mukheriee v Nelson, 1987;
- Delgadiioetal,, 1991, Ritar-et al,, 1992; Tull y Holtz, 1994; Pérez y Mateos, 10985, 1997).
Sin embargo, a estrogenizacion puede restringirse fnicamente 3 Ias
primeras recogidas (Peskovatskov, 1985), cuando los machos no han
adquirido 1a suficiente confianza como para permitir la cercanfa del
operario durante {a monta.

El macho cabrio es capaz de soportar severos ritmos de recogida
como demuestran los estadios de Okere et al. (1986), Joseph v Nai (1989) o
Ritar et al. (199Z). Los primeros no encontraron diferencia significativa
alguna entre las caracteristicas del semen recogide 3 veces al dia durante
21 dias y ¢l obtenido dos veces por semana durante 5 meses, mientras que
los otros dos grupos de investigadores si apreciaron descensos en Ia
concentracion a medida que el niimero de recogidas se incrementabade 1 &
3 por dia durante 3 meses (Joseph y Nai, 1989), o al final de un periodo de 5
dias durante ef cual se sometfa a fos machos a un ritmo de 5 recogidas por
dia (Ritar et al, 1992). Sin embargo, hay discrepancia en cuanto a si este
efecto se acompaiia también de un descenso en ¢l volumen eyaculado v la
motilidad (Joseph y Nai, 1989; Ritar et al,, 1992).
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En las experiencias de produccién seminal en las que se pretende que

el ritmo de recogida no ejerza influencia sobre las caracteristicas seminales
del macho cabrio para apreciar mejor fa influencia de otros eféctos, estdn

indicadas frecuencias de 2 o 3 recogidas por semana porgue proporcionan

una produccién seminal continua a lo largo de amplios perfodos de tiempo.
Por eso, para detectar posibies variaciones estacionales a o fargo def afio
se adoptan habitualmente estas frecuencias de recogida (Coteel, 1976, 1981;
Mittal, 1982, 1986; Borgohain <t al., 1983; Chauhan y Anand, 1990; Delgadillc et al,,
1991, 1982a, 1993; Roca et al, 1992a, 1992b), aunque en ocasiones se han
empleado frecuencias atn menores (Greyling y Grobbelaar, 1983; Loubser v Van
Niekerk, 1983; Skalet et al., 1988; Tuli y Holtz, 1995; Pérez y Mateos, 1996, 1957).

. CARACTERISTICAS SEMINALES

El semen de mache cabrio se caracteriza a grandes rasgos por un
va%amen eyaculado de aproximadamente ] mi, una concentracidén de
3,0-10° spz / ml y una motilidad del 75%. No obstante, estos valores varian
segun las distintas razas y entre los diferentes autores, como se puede
observar en la Tabla 1. Estas variaciones se pucden atribuir en parte a Jas
diferencias de edad, método y ritmo de recogida, estacion, etc..

El volemen eyaculado que podemos encontrar en las distintas razas

varia desde los 0,535-0,5 ml en la Jamnapari (Sinha et &, 1981), Yo Makabari -

(Patity Raja, 1978) o la Moxoto (Feliciano-Silva et al., 1982), hasta los. 1,54 mi de
la Saanen (LUima e al, 1994). El volumen evaculado se determina
habitualmente por lectura directa sobre el tubo graduado utilizado en la
recogida (Greyling. y Grobhelaar, 1983; Daudu, 1984; Qkere et al., 1986; lbrahim y
Yousri, 1992; Karalzas ef al., 1997).

En la cme&&a&m& espermitiea se han cncontrade oscilaciones
desde los 0,610 spz/mil de la Red Sokoto (Daudu, 1984), hasta los 4,5-10°
spz/mi de la Saanen o fos 5,9-10° spz/mi de Ia Anglonubiana (Lima et al,

1994). La concentracién cspermdtica se defermina ordinariamente

diluyendo ¢l semen 1:200-1:400 en solucién con un 0,5% de cosina o
solucion salina formolada, para a continuacion realizar el recuento
mecﬁame un hemocitémetro (Greyling y Grobbelaar, 1983; Loubser v Van Nieketk,

1983; Daudu, 1984; Qkere et al., 1985; Chauhan y Anand, 1990; Tuli et a!. 1991; Ritar et
ai . 1992; Roca et al., 1992a; Tuli y Holtz, 1992, 1994). Otra mtemativa consiste en
determinar la concentracién espermatica en funcién de la opacidad
meostrada por 1ma muesira de semen diluido 1:400 en sohacién salina
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formolada o solucion isoténica de citrato, mediante un espectrofotémetro
previamente calibrado (Memon et al., 1986; Delgadillo et al., 199%; Azawi et &,
1993 Pérez y Mateos, 1996, 1997; Karatzas et al,, 1997).

Los valores de motilidad pregresiva que podemos encontrar en las
distintas razas varian desde un 53% en la Moxoto {Felicianc-Siva et ., 1992)
a un 87% en la Murciano-Granadina (Roca et al, 1992a). La motilidad
progresiva puede valorarse como el porcentaje de espermatozoides eon
movimiento progresivo {Corteel y Baril, 1875, Ritar y Salamon, 1982, 1381; Memon
et al,, 1885; Dunner y Vazquez, 1991; Tuli et al, 1991; Roca et al,, 1992a; Tuli y Holtz,

1992, 1994, 1995; Dunner, 1993; Pérez v Mateos, 1996, 1997; Sinha et &, 1995, 1996;

Karatzas ef al, 1997). Otros autores prefieren valorar ¢l movimiento segim
una escala de O a 5 (Greyling y Grobbelaar, 1983; Chauhan y Anand, 1990; Delgadilio
&t al, 1992a; Ritar et al, 1992; Tuli y Holtz, 1992, 1994; Karatzas et at., 1997). El
procedimiento empleado, implica ia dilucién de una muesira de semen en

citrato s6dico 0.1M, Tris-yema o solucion salina, hasta una concentracion

aproximada de 100-10° spz/ml. A continuacién, sobre porta y cubre a 34-
38°C se observa a 100-400 aumentos mediante un microscopio 6ptico o de

contraste de fases, sin conocer ef evaluador la procedencia de Ia muestra

(Cortegt y Baril, 1975; Ritar y Salamon, 1982, 1991; Loubser y Van Niekerk, 1983;
Daudy, 1984; Memon et al., 1985; Deka y Rao, 1986b; Chauhan y Anand, 1890; Tuli et
al, 1891, Roca et dl, 3@*}2@ Tuli y Holtz, 1892, 1994, 1995; Dunner; 1893, Ritary Ball,
1993, Karatzas et &, 1997). Algunos -aufores incluso wutilizan un
hemocitometro para fratar de ser mas objetivos en la apreciacion (Sinha et
al., 1995, 1996).

El ndwmero de espermatozoides per eyaculade varia desde los
8,5-10° spz/ml en'la Red Sokoto (Daudu, 1834), hasta los 6,5-10° spz/ml de ta
Angfonubiana o los 6,9-10° spz/m! de ia Saanen (Lima et al, 1994).

2.1.3. FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LAS
CARACTERISTICAS SEMINALES

Las caracteristicas seminales del macho cabrie varian mucho de una
raza a otra {Corteel, 1981; Greyling v Grobbelaar, 1983; Daudy, 1984), ¢ ncluse
entre machos de la misma raza, hasta ¢l pumto de que la variabilidad
individual es una de las constantes mds habitualfes en Ia mayoria de fas
experiencias de produccidn seminal (Mohan et al., 1980; Saxena y Tripathi, 1980;
Chemineau, 1986b; Roca et al.,, 1932a; Pérez y Mateos, 1996, 1987). Los factores
que pueden contribuir a esta variacién individual son entre ofros ia edad, ef
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Tabla 1. Caracteristicas seminales de algunas razas caprinas

Raza VE (ml) Ce(-10°/ml) MIF (%) NEE(-10°) NEME (-10°) Referencia bibliogrifica

Saanen 1,54 4,470 75,5% 6,884 5,197 Limaet al., 1994

Boer 1,42 3,040 64,0% 4,317 2,763 Tuli et al., 1991
Anglonubiana 1,09 5,920 85,7% 6,453 5,527 Lima et al., 1994

Angora 1,06 1,865 65,0% 1,977 1,285  Loubser y Van Niekerk, 1983
Murciano-Granadina 1,05 3,490 86,8% 3,665 3,181 Roca et al., 19922

Zaraibi 1,04 3,820 72,4% 3,973 2,876 Ibrahim y Yousri, 1992
Parbatsar 0,85 2,287 78,0% 1,944 1,517 Mittal y Ghosh, 1985
West African Dwarf 0,77 3,220 77,3% 2,479 1,916  Mann, 1981

Red Sokoto 0,72 0,610 77,5% 0,439 0,34 Daudu, 1984

Don 0,70 2,700 77,5% 1,890 1,465  Peskovatskov, 1985
Moxoto 0,60 54,9% 1.900 1,048 Feliciano-Silva et al., 1992
Barbari 0,69 2,472 78,0% 1,678 1,309  Mittal, 1982

Malabari 0,50 3,534 66,1% 1,767 1,169  Patil y Raja, 1978
Jamnapari 0,35 3,600 1,260 Sinha et al., 1981

VE volumen eyaculado, Ce concentracion espermatica, MIF motilidad individual progresiva en semen fresco, NEE nimero de espermatozoides
por eyaculado, NEME niimero de espermatozoides méviles por eyaculado
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peseo o incluso la morfologia escrotal (Corteel, 1981; Sinha et al, 1981; Feliciano-
Gilva ¢ al, 1982, Summermatler y Fuschini, 1985). Asi, por <iemplo, la
produccién seminal estd muy correlacionada con el tamafio o el peso del
testiculo (Daudu, 1984; Ali y Mustafa, 1986; Ritar et al, 1992), a su vez, éstos se
correlacionan con el peso vivo del animal {Chemineay, 1986b), v este Gltimo,

{dgicamente, relacionado con fa edad del macho.

Existen ofros factores con probada influencia sobre las
caracteristicas semunales del macho cabrio, asi como sobre el tamafio
testicufar, {a libido o produccién de testosterona. Estos son Ia estacion de
recogida (Corteel, 1976, 1978, 1980, 1981; Patit ¥ Raja, 1978; Sinha ef ak, 1981;
Loubser y Van Niekerk, 1983; Reddy et al,, 1988; Zygogiannis et al,, 1989; Ritar, 1991;

Roca et al., 1992a, 1992b; Tuli y Holtz, 1995; Summermatier y Fuschini, 1995; Ahmad y

Noakes, 1996; Pérez y Mateos, 1998, 1997; Karatzas et al, 1997), la nutricion
{Corteel, 1981; Walkden-Brown ¢t al,, 1994a, 1994b; Marlin y Walkden-Brown, 1995), v
los factores sociales (Howland ef al,, 1985; Walkden-Brown et af, 1993, 1994b).
Estaos tres factores, por su gran importancia, se trataran a continuacion de
forma mas extensa: :

2.1.3. 1. Estacion

La cabra ha sido considerada tradicionalmente como una especie
poliéstrica estacional, en parte debido a que la mayoria de la literatura

cientifica especializada que empezé a publicarse acerca de la actividad

reproductiva de la cabra tenia su origen en paises de clima templado, donde
en efecto las razas alli explotadas muestran esta caracteristica reproductiva
(Martin ef al, 1994). Muchas razas de clima tropical o subtropical, sin
embargo, no siguen este mismo pattdn, por lo gue las primeras
experiencias encaminadas a descubrir los mecanismos del comportamiento
reproductivo estacional condujeron a probar que la variacién fotoperiodica

a lo largo del aflo era el compounente principal de la estacionalidad

reproductiva {Chemineau et al,, 1986; Ritar, 1991; Pérez y Mateos, 1896, 1897).

En zonas de clima templado (Jatiad >40°) la estacién de cria suecle
prolongarse desde finales del verano hasta finales de invierno, mientras que
desde la primavera a mediados del verano sobreviene €l anestro estacionat
{Philips af al., 1943; Eaton y Simmons, 1952; Corteel, 1975; Shelion, 1978; Mohammad
et al, 1984). Entre esos dos periodos bien diferenciados, los animaies
experimantan un estado de transicion, que en la hembra se caracteriza por
una aita incidencia de ovalaciones silenciosas, sobre todo al inicio de ia

i1
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estacién de eria (Corieet, 1975; Camp et al,, 1983). En el machae, el comienzo de

1a estacidn de cria se caracteriza por el desarrollo de un comportamiento
especializado, fa emisién de un fuerte olor con origen en fa secrecion de Ias

glandulas sebdceas de la cabeza y regidn del cuello, v un aumento en el

tamafio testicular y volumen seminal (Eaton y Simmons, 1852; Shaketton ¥
Shank, 1984; Ozsar et al,, 1990; Deigadillo et al., 19971, 199Za).

Las razas pativas de dreas tropicales (latitud <25°) son capaces de.

reproducitse a lo largo de todo ¢l afio (Mann, 1881; Chemineau y Xande, 1882,
Chemineau, 19863, 1986b; Lewelyn ef al., 1993; Pérez y Mateos, 1996, 1997), aunque

variaciones en la pluviometria, la disponibilidad de alimento y los factores
sociales pueden Hevar a una distribucién no homogénea de la actividad

reproductiva. En estas razas, por tanto, habria que hablar mds de una
estactonalidad en la disponibilidad de recursos v condictones de manejo,
que de una estacionalidad reproductiva propiamente dicha como la

entendemos en razas de clima templado, donde fa dependencia del

fotoperfodo es clara, v dificil de superar con estrategias de manejo.

En los maches, el efecto de la estacion unas veces repercute en una
menor libido e incluso renuncia a la monta fuera de la estacion de cria
sobre todo en razas de clima templado (Loubser ef al, 1983b; Loubser y Van
Nieketk, 1983; Delgadifio ef al,, 1991; Ritar y Salamon, 1991}, micuntras gue otras se
traduce en una mera disminucién de la produccién y/o calidad seminal
(Delgaditio et af., 1992a; Aimad y Noakes, 1996; Karalzas et al., 1997; Pérez y Mateos,

1996, 1997). De hecho, en razas con origen en latitudes bajas, el efecto de la

estacion muchas veces es lo suficientemente leve como para permitir a los

machos producir cantidades aceptables de semen a o fargo de todo el afio

(Mann, 1981; Sicha ef al, 1981, Mittal, 1987, Roca et al., 1992a, 1992b; Pérez y
Mateos, 1996, 1997). La mayoria de los autores coinciden en sefialar a época
de mayor produccion y/o calidad seminai en torno al otofio (Loubser y Van
Niekerk, 1983; Corteel, 1981, Delgadille et at,, 1992a; Walkden-Brown et al., 19%4c;
Summenvatter y Fuschini, 1995; Ahmad y Noakes, 1996; Pérez y Mateos, 1996, 1997),

aunque en-otros casos, sin embargo, no ha podido constatarse la existencia

de variaciones considerables en determinados parametros seminales entre
diferentes estaciones {Sabni y Roy, 1972a; Pafil y Raja, 1978; Greyling y Grobbelaar,
1983; Mittal, 1985, 1986, 1987b; Mittal y Cheosh, 1985; Chemineau, 1988b; Pérez y
Mateos, 1996, 1997). Las implicaciones que el efecto de la estacién tiene
sobre las caracteristicas del evaculado se traducen sobre todo a nivel de una
mayor produccién v/o calidad seminal v una menor concenfracion
espermdtica durante la época reproductiva {(Corteel, 1981; Loubser y Van

12
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Niekerk, 1983; Roca, 1989; Delgadillo et al,, 19923; Roca et al,, 1992a; Summermatier ¥

Fuschini, 1995; Ahmad y Noakes, 1996; Pérez y Mateos, 1996, 1997; Karatzas et al,,
1957).

Estd comprobado que el factor que regula principalmente la
actividad teproductiva en las razas de clima templado es el fotoperiodo
(Ritar, 1991, Pérez y Mafeos, 1995, 1997), va que modificando éste
convenientemente o administrando melatonina se ha conseguido adelantar
y/o prolongar dicha actividad, tanto. en el macho {(Chemineau, 1881, 1993;
Delgadiilo et al.,, 1991, 19922, 1993; Malpaux ef al, 1995) como en Ia hembra (Bon
Durant et al,, 1981; Chemineau et al,, 1988, 1992, Maeda et al., 1988; Malpaux et al,
1995). Sin embargo, cuando estas razas son somefidas a regimenes
fotoperiodicos. de tipo tropical continfian mestrando variaciones
estacionales en su actividad reproductiva (Gonzalez-Stagnare et &b, 1974;
Chemineay et al, 1992), o cuando llevan cxpuestas a mas de 150 dias Jargos
retornan ala actividad (Maeda & al, 1986); por Io que otros factores distintos
‘at fotoperiodo podrian estar implicados en la perdurabilidad del patrén
estacional en estas razas, una vez se ha suprimido el estimulo de la
variacion fotoperiodica (Chemineau et al., 1992):

La temperatura se ha considerado también como un factor de

importante influencia sobre las manifestaciones reproductivas -del macho
cabrio, tanto en climas fropicales, como en zonas templadas o en Ia region
Meditercanea (Corteel, 1981, Casu ef ai, 1991, Chemineay, 1993). La elevada
temperatura ambiental se ha citado como causa de desdérdenes sobre los
primeros estadios de la espermatogénesis, por tanto con efectos retardados

sobre la calidad seminal v la fertilidad (Yokoki v Ogasa, 1977; Corteel, 1981,

Kishore y Rao, 1983; Casu et al,, 1981; Patl y Kaikini, 1932).

No se ha encontrado referencia alguna en cuanto a la influencia de

otros factores climaticos como por ejemplo la humedad relativa sobre la

calidad seminat del macho cabrio, reduciéndose lo encontrado a tan solo el
carnero v de forma esporadica (Bruckner y Baver, 1972; El-Wishy et al,, 1976).

2.1.3.2.  Nutricién

En el macho se ha comprobado que la. subalimentacién puede reducit

~ 1a libido, el volumen seminal, el nlGmero de espermatozoides por
eyaculado, el porcentaje de espermatozoides vivos, fa motifidad
espermaética v la concentracién de fructosa semnal, asi como incrementar
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el porcentaie de espermatozoides anormales. La sobrealimentacién
provocaria un aumento en ¢l tamafio testicular y presumiblemente, por
tanto, de 1a produccion espermatica (Walkden-Brown et af., 1995). Este efecto
de la nutricton parece actuar de forma directa sobre el testicylo,
estimulando el crecimiento vy la actividad de los tibulos seminiferos sin
mvolucrar necesariamente al eje hipotdlamo-hipofisario (Watkden-Brown ef
al, 19%4a). No ocurre asi, sin embargo, con el area intersticial, cuya
respuesta al efecto de la nutricidn se ve supeditada a la accién del
fotoperiodo sobre el eje hipotdlamo-hipofisario, restringiéndose dicha

respuesta a épocas en que la mnhibicidn fotoperfodica es leve en el caso de

razas de clima templado (Walkden-Brown, 1394a, 1995; Martin et al., 1995). Todos
estos estudios han demostrado que una alimentacion de buena calidad antes
de la Hegada de la estacidn de cria, se traduce en un adelanto de ésta, vy un
aumento de 1a produccién seminal.

2.31.3.3. Factores sociales

Como cl efecto macho sobre las hembras, el efecto hembra sobre los
machos s capaz de provocar una repuesta a nivel fisioldgico que se

traduce en un aumento de Ias concenfraciones séricas de LH, FSH,
testosterona y/o cortisol, mejorando su libido v disposicion para la monta,

con mayor o menor intensidad dependiendo de ia estacion y del mivel
nutricional del macho (Howland ef af, 1985; Pérez-{fano y Mateos-Rex, 1994;
Walkden-Brown et af, 19943, 1994b). La respuesta al efecto hembra v Ia
capacidad del macho para provocar el efecto macho sobre las hembras se
intensifica ante un buen estado nutricional del macho, y todo esilo depende
del grade de inhibicién fotoperiodica al que se encuentre sometido el
-animal, poniendo de manifiesto una compileja interaccion entre estacion,
estado nufricional y factores sociales.

2.2. CONSERVACION DEL SEMEN

El rendimiento reproductivo de un macho se puede mejorar a costa
de obtener varias dosis seminales a partir de un eyaculado, y poder
conservarlas durante un periodo suficientemente fargo como para permitir
su distribucion a lo largo del espacio v/o el tiempo. La inseminacion con
semen fresco permite conseguir el primero de los objetivos con buenos
resuftados y pocas necesidades de infraestructura, mientras que para
refrigerar ¢ congelar semen va es necesario realizar una valoracién mas
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exhaustiva de los eyaculados y disponer de una mfraestructura mas
compleja, obteniendo muchas veces resultados no alentadores.

2. 2.1, SEMEN FRESCO

El aprovechamiento de los eyaculados pasa por la utilizacién de
tuyentes, donde los espermatozoides se encuentiren mas protegidos de las
inclemencias externas y puedan disponer de nufrientes con fos que cubrir
sus necesidades. La temperatura de conservacion ideal en este caso ronda
los 22-30°C {Sahniy Roy, 1872b), v los diluyentes mas utilizados son la leche
de vaca o de cabra (Sahni y Roy, 1972¢c; Prasad, 1981; Karafzas et af., 1997), ef

Cornell University Extender o C.U.E. (Sahni vy Roy, 1972¢), 1a solucién salina

{Sahni ¥ Roy, 1872¢), v los que contienen como componente principal la
yema de huevo, como el yema-citrato, yema-glicina o yema-cifrato-glicina
(Sahniy Roy, 1972¢).

2.2.2. SEMEN REFRIGERADO

La refrigeracion del semen conlleva la necesidad de mcorporar al
medio de dilucidon alghn componenie que proteja a los espermatozoides det
choque por frio, como la vema de huevo o la lactosa, aunque dicha
necesidad depende de la semperatwra de refrigeracion; asi, Matthew et al.

{1984 probaron diferentes conceniraciones de yema de hueve em um

diluyente a base de Tris, llegando a la conclusion de que si se conservaba a
3-53°C 1a motilidad espermatica anmentaba conforme lo hacia la proporcion

de yema en ¢l diluyente hasta un 25%, mientras que-si la conservacibn se-

flevaba a cabo a 6-8°C los mejores resultados se obtenian cuando la
proporcion de yema era la minima {en este caso del 5%). Dunner y

Vazquez err 1991, en ¢l mismo sentido, atribuyeron a la ausencia de yema

de huevo en sus 16 diluyentes, los peores resultados obtenidos al conservar
el semen a 5°C frente a los 15°C. Entre los diluyentes mas empleados
figuran los confeccionados principalmente a base de yema de huevo, con
citrato, fosfato, fructosa y/o glicina {Sahni y Roy, 1972¢, Borgohain et al., 1985;
Deka y Rao, 1986¢c; Azawi et al, 1993; Pintado ef al, 1991a). Otros diluyentes

emplcados incluyen en-su composicion ¢f Tris (Malthew et af, 1984; Deka y

Rao, 1986c; Azawi et al,, 1993) o la leche de vaca descremada (Sahnt y Roy,
1972¢; Borgohain et al., 1985; Azawi f al., 1993; Karatzas et al., 1997) entre otros. En
sintesis, puede hablarse basicamente de tres tipos de diluyentes: el Tris-
yema, 1a leche desnatada con o sin yema, v los constituidos principalmente
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a partir de vema. de huevo. A este respecto, los distintos autores han
-observado un mejor rendimiento de los diluyenies cuyo componente
principal es el Tris frente a los que incluyen leche o fundamentalmente
vema (Sahni y Roy, 1972¢; Borgohain et al,, 1985, Deka y Rao, 1986¢; Azawi et al,,
1893; Pintado et al., 1991a). El glicerol, por otra parte sélo necesario si se
desea congelar Ias dosis, se ha visto que empeora los resuitados cuando
simplemente se pretende conservar el semen a 5°C (Mista et al, 1996).

2.2.3. SEMEN CONGELADO

La congelacion de semen es una berramienta que nos permite
distribuir 1a calidad genética de un macho en ¢} espacio y ¢t tiempo, pero
durante ¢l proceso de congelacion los espermatozoides se ven expuestos a
miitiples agresiones fisico-quimicas gue menoscaban su infegridad,
disminuyendo considerablemente la fertilidad del semen; por esta razén
han sido muchos los trabajos encaminados a encontrar el medio ideal y las
mejores condiciones para conseguir la mayor 1asa de supervivencia fras Ia
descongelacion, para asf mejorar la fertitidad del semen. A continuacion se
citan los hallazgos mas relevantes acerca de la congelacion del semen
caprino:

2.2.3. 1. Método v frecuencia de recogida

El primer paso importante en la congelacidn seminal es la recogida.
Teniendo en cuenta que el macho cabrio presenta variaciones en su calidad
y produccion seminai a fo Iargo del afio, se debe elegir 1a época apropiada,
si es gue existe, en funcidn de la raza. Esto es importante porgue la calidad
del semen descongelado estd muy relacionada con su calidad antes de la
congelaciéon. No menos mmportantes son el método y Ia frecuencia de
recogida, extendidndose sobre todo el uso de la vagina artificial, 1a cual
proporciona eyaculados de mejor calidad que los obtenidos por
electroeyaculacion (Greyling y Grobbelaar, 1983; Peskovatskov, 1985). No
obstante, también con electroevaculacién se han obtenido resultados

- satisfactorios (Loubser et &, 1583a; Azawd et &, 1883). La frecuencia de
recogida adoptada para obtener semen de calidad oscila entre 1 y 2 veces
por semana (Deka y Rao, 1986b; Chauhan y Anand, 1990; Tuli y Holtz, 1992, 1994,
1985; Dunner, 1993; Singh et al,, 1995, 1996; Karatzas et al., 1897). Tras la recogida,
el semen suele mantenerse en un bafio Maria a 30-37°C a la espera ser
contrastado v procesado (Corteel y Barl, 1975; Memon et al., 1985; Mukhegee y
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Nelson, 1987; Pintado et al, 1991h; Tuli et al,, 1991; Roca et al,, 1992h; Dunner, 1993;
Tuli y Holtz, 1995; Pérez y Mateos, 1996, 1097; Karatzas et al., 1997).

2.2.3.2.  Contrastacién y seleccidn de eyaculados

En el proceso de congelacién, la constrastacion seminal tiene por
objeto rechazar para la eongelacion aquelios eyaculados que no muestren
unas condiciones minimas de calidad, ya que la supervivencia posterior va
a depender en gran medida de este factor. En general, los coniroles mas
rutinaries que-se practican al semen anfes de proceder a su conservacion
son los de volumen (Loubser y Van Niekerk, 1983; Tuli et at, 1991; Tuli y Holiz,
1992, 1994, 1995; Karatzas et al., 1997), consistencia (Tuli ef al., 1991; Tuli y Holtz,
1992, 1994, 1995), concentracién (Memon. et al,, 1985; Ritar y Salamon, 1951; Tuli e
al, 1991; Tuli y Hoﬁz 1992, 1994, 1995; Ritar y Bali, 1993; Singh et al., 1995; Sinha et
al., 1995, 1996; Karalzas et al.,, 1997), motilidad masal (Tuli et al,, 1991; Tuli y Holfz,
1992, 1994, 1995; Singh et al,, 1995; Sinha et al,, 1995, 1996}, motxhdad progresiva
o mdividual (Memon et al., 1985; Ritar y Salamon, 1991; Tuli et al., 1891; Pintado et
al, 1992; Tuli'y Holtz, 1992, 1994; Singh et al., 1995; Karatzas et al., 1997), porcentaje
de espermatozotdes vivos (Tuli et al, 1991; Tuli v Holtz, 1992, 1994; Ritar v Ball,
1983, Singh et al., 1885; Sinha et al., 1895, 1996; Karatzas ¢t al., 1887) y porcentaje
de acrosomas normaies (Pintado et al,, 1992Z; Singh etal,, 1995).

De forma general se ha encontrado que se desechan para la
congelacién eyaculados con menos de 2,5-3,3-10° spz/ml {Memon et al., 1885;
Ritar y Salamon, 1991; Ritar y Ball, 1993; Sinha et al., 1995), motilidad masal

ferior a 3 o 4 puntuando de 0 a 5 (Tuli y Holtz, 1992, 1994; Sinha et at., 1995),

motitidad mdividual progresiva menor del 70-80% (Memon et al., 1885; Ritar y
Safamon, 1991; Pintado ef al, 1992), un porcentaje de espermatozoides vivos
mifertor al 80% (Ritar v Ball, 199’%) v/o un porcentaje de acrosomas normales
por debajo del 80% {Pintadoet dl,, 1982).

2.2.3.3. Dilucion de evaculados

2. 2. 3. 3. 1. Diluyentes empleados

Los diluyentes més empleados en la congelacién de semen caprino
contienen como ingrediente principal alguna sustancia con cualidades
tamponadoras y protectoras como el Tris (Rossouw, 1974; Westhuysen ef af.,
1980; Ritar y Salamon, 1982, 1991; Loubser et al., 1983a; Deka v Rao, 1985a, 1985b,
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1986a, 1986h; Memon et al., 1985; Mukierhee y Nelson, 1387; Chauhan y Anand, 1990;.

Deshpande y Mehta, 1991; Pintado et al,, 1991b, 1692; Sinha et al,, 1991, 1995, 1006;

Tull et al., 1991, Tuli y Holtz, 1992, 1994; Dunner, 1993; Singhr etal., 1995, 1996; Sinha

et al., 1985, 1996; Singh y Purbey, 1996; Karatzas et al.,, 1997), la leche desnatada
de vaca (Corteel, 1974, 1983; Westhuysen et al., 1980; Loubser y Van Niekerk, 1983;
Deka y Rae, 1985b; Memon et al., 1985; Mukjerhee y Nelson, 1987; Chauhan y Anand,
1980; Pintado et al,, 1991b; Sinha et al, 1991), o 1a yema de hueveo (Waide et al.,
1977, Memon et &, 1985; Sinha et al., 1991; Deka y Rao, 1985a, 1985b; Deshpande y
Mehta, 1991; Chauhan y Anand, 1990},

Muchos de los autores citades en el parrafo anterior han comprobado
“una mayor efectividad de los diluyentes a base de Tris que los constituidos
a base de ofra solucién tampén con yema de huevo (Rossouw, 1974; Deka y
Rao, 1985a, 1985b, 1986; Memon et al, 1985; Chauhan y Anand, 1990; Sinha et al,
1881; Singh y Purbey, 1996). Sin embargo, entre Tris y leche desnatada, la
diferencia se decanta unas veces a favor def primero (Drobnis et al, 1980;
Deka y Rao, 1987¢c; Chavhan y Anand, 1990), otras a favor del segundo
{Westhuysen et al, 1980; Pintado et al, 1991h), v ¢l resto sin diferencias
significativas (Deka y Rao, 1985b; Memon et af, 1985; Sinha et al, 1991). Los
resultados obtenidos con diluyentes a base de leche, han sido mejorados
por Corteel en 1983, afladiendo a ésta un 25% de solucién salina. En
ocasiones también se ha empleado leche de cabra en Tugar de fa de vaca,
pero con peores resultados (Deshpande y Mehta, 1991).

Es frecuente la incorporacién de alghn tipo de azidiear al diluyente,

por un lado, con la finalidad de aumentar su osmolaridad, y por otro, para
actuar como nutriente del espermatozoide. Ya en 1974 Corteel advertia que

la adicién de glucosa a un diluyente a base de leche desnatada mejoraba .

significativamente la motilidad tras la descongelacion, y Salamon y Ritar
en 1982 comprobaron mejores resultados al empiear glucosa o ffuctosa,
que lactosa o rafinosa con un diluvente a base de Tris.

Una cobertura antibiética se hace necesaria también en el diluyente
para evitar la proliferacion de posibles microorganismos alteradores -del
medio, o prevenir {a transmisién de enfermedades. {na mezcia constituida

por peniciling y estreptomicina a razén. de 500-1000 UL/ml y 0.5-1 mg/ml

respectivamente, suele ser la combinacion més empleada para conseguir
estos objetivos (Chauhan y Anand, 1990; Tufi et al., 1991; Tuli'y Holtz, 1997 Singhi et
al., 1995 1996).
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Otros elementos que pueden afiadirse al diluyente son metilxantinas

como ia cafeina en concentracidn 2 mM o la teofiling a 5 mM, las cuales
poseen una comprobada accién mejoradora de Ia motilidad (Sinha et &,
1995). El glutatién reducido juega un papel fimdamental en la fructolisis v
en la mhibicién de la peroxidacidn Hpidica acontecida sobre todo durante
el proceso de la descongelacién, comprobandose que a concentracion 5
mM permite un mejor aprovechamiento de la fructosa v una mejor
-conservacidn de la estructura de las- membranas, preservando por tanto la
mtegridad del acrosoma y aumentando el porcentaje de espermatozoides
mévites (Sinha et al,, 1996).

La mclusién de crioprotectores en los diluventes de congelacion se

hace también necesaria para amortiguar los efectos que ésta tiene sobre las
células y tejidos debido al cambio de estado def agua: Por un fado, durante
la congelacidn, aumenta la concentracion de solutos al reducirse cada vez
mas la cantidad de agua Hquida disponible, volviéndose ¢l medio tdxico
por momentos. Por ofro, las moléculas de agua pierden movilidad vy
adoptan una estructura cristalina, formando cristales tanto intra como
extracelulares, ostentando mayor volumen que el agua liquida otriginal,
constituyendo un peligro para [a integridad fisica de las membranas
(Salishury et al., 1978). Los crioprotectores actian en general aumentando la
osmolaridad del medio, deshidratando ligeramente la célula para que asi
pueda soportar mejor ef aumento de volumen del agua contenida. A su vez,
el crioprotector disminuye el punto crioscépico de las soluciones, con lo
que a una temperatura dada, la formacién de hielo se reduce, y por tanto el
efecto concentracion es menor. El empleo del gficerol supuso una mejora
constderable de los resultados obtenidos en la congelacion de semen de
toro, siendo hoy por hoy el més utilizado en caprino. Gtros crioprotectores
como el etilenglicol, el propilenglicol (Waide ef af, 1977), el dimetil-

sutfoxide o DMSO (Austin et al., 1992; Singh et af, 1995) o sacéridos (Singh et

al., 1895) han sido utilizados pero en general con peores resultados. Tan sélo
ia combinacion de factosa y glicerol (Singh ef af., 1995, 1996) o DMSO vy
ghicerol (Austin et al., 1992} ha proporcionado mejores resultados que los
obtenidos con la utilizacion simple del glicerol. Las concentraciones maés
usadas de glicerol varfan del 3% al 8% (Sahni y Roy, 1972b; Cortes!, 1974;
Rossouw, 1974; Ritar y Salamon, 1982, 1991; Memon et al., 1985; Deka y Rao, 1986bh;
Mukherjee y Nelson, 1987; Chauhan y Anand, 1990; Deshpande y Mehta, 1891; Pintado
ef ak, 1981b, 1802 Tuli et al, 1991; Tuli y Holtz, 1892, 1994; Das y Rajkonwer, 1694,
Singh et al., 1995).
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2.2.3.3.2. La yema de huevo en los diluyentes de congelacién de semen

Caprino

La congelacién de semen caprino no es tan exitosa como la de semen
bovino, lo cual desde un primer momento se intentd relacionar con la
coagulacién que se producia en el medio de dilucién cuando éste contenia
yvema de hueve y era incubado. Este efecto, al parecer, era debido 3 Ia
presencia en el plasma seminal de una enzima (la fosfolipasa A) originada
en las glandulas bulbouretrales o de Cowper, que hidrolizaba Ia lecitina de
la yema de huevo produciendo acidos grasos v lisolecitina, esta Biltima con
efecto toxico sobre los espermatozoides (Roy, 1857, Iritani et al., 1961, 1964;
Iritani y Nishikawa, 1963, 1964, 1972; Ritar y Salamon, 1982; Memon ef al., 1985). EI

citado efecto se averigud que estaba sujeto a cambios estacionales (ieifani et

al., 1984; Corteel, 1980; Riter y Salamon, 1891) aumentando la actividad de la
EYCE (£gg Yolk Coagulating Enzyme, enzima coaguladora de Ia yema de
huevo) a medida que se acercaba el final de la estacidn de cria, hasta el
punto de que algunos machos no tolerarfan concentraciones de yema de
huevo superiores al 1,5% (Ritar y Salamon, 1982, 1991). A conclusion simifar
Hegaron Tuli y Holtz (1995) al obtener también mayor tasa de motilidad y
porcentaje de espermatozoides vivos en otofio-invierno que en primavera-
verano. Iritani et al. (1964), sin embargo, registraron mayor actividad de la
EYCE durante 1a estacion de cria.

La retirada del plasma seminal mediante el “lavado” de los
espermatozoides (iritani et al, 196%; Corleel 1974, Ritar y Salamon, 1982) o la
reseccion de las glandulas bulbouretrales (Mitani y Nishikawa, 1972; Cortesl,
1980), reducian sustancialmente el efecto toxico de la yema de huevo, tanto

si el semen era diluido en medios que la contuvieran (iritani et al,, 1961; itaniy

Nishtkawa, 1972, Ritar y Salamon, 1982) como si no {(Corteel, 1974, 1980; Ritar y
Salamon, -1982); per lo que al menos Ja yema de huevo no seria el fmico
clemento implicado enr dicho efecto. Bn 1974, Corteel disefié unr “lavado”
de los espermatozoides que consistia en diluir el semen a razén 1:9 en
Krebs-Ringer-fosfato-glucosa, centrifugario, retirar el sobrenadante,
resuspender en el mismo medio el precipitado de espermatozoides, y
repetir el proceso. Otros autores han utilizado para el “lavado” soluciones a
base de Tris o Ringer, con fuerzas centrifugas de 660-950g durante 10-15
minutos 'y difayendo 1:5-1:20 (Riar y Salamon, 1982 199%; Memon et af, 1985;
Mukherjee y Nelson, 1987; Pintado et al., 1991b, 1992; Tuli y Holtz, 1994; Singh et al.,
1995, 1996; Sinha et al., 1995). En este 1iltimo aspecto, Ritar y Salamon (1982)

comprobaron una mayor efectividad del. “lavade” diluyendo 1:10 gue
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haciéndolo 1:5, ast como mejor el doble “lavado” que el simple; pero el

“lavado” doble 1:10 podia ser sustituido por ¢l simple 1:20 sin verse
afectada la supervivencia de los espermatozoides (Rifar y Safamon, 1982,
1991).

Ademas del beneficio a corto plazo del “lavade” sobre la calidad de
los espermatozoides tras la descongelacion, Corteel y Baril (19875)
completaron el hallazgo descubriendo un efecto beneficioso del “favado”
también a largo plazo, notando que de los 3 a los 90 dias de conservacion
del semen en nitrégeno liquido, la pérdida adicional de motitidad era del
16,6% en el semen no “lavado” y del 0% en el “lavado”. De los 90 a los

180 dias el semen no “lavade” llegd a perder un 22,0% de motilidad,

mieniras que ¢l “lavado” solo suftié una pérdida del 1,3%. Sin embargo,
confrariamente a lo observado por Corteel y Baril, Deka y Rao (1987b)
notaron un aumente stgnificativo de anormalidades espermaticas hasta los
12 meses, con la misma intensidad en semen “lavado” que en €l no
“lavado”. Y en 1991, Ritar y Salamon detectaron también Ia misma pérdida

adictonal de motilidad tras 6 meses de conservacién a —196°C, tanto en

semen “lavado” como en semen integro, y congelando en medios con yema
de huevo. En el mismo estudio, Ritar y Salamon comprobaron ademads, que

cuandeo al diluyente no se le afiadia vema de hueve, tras dos meses de.

conservacion se producia un mayor descenso de la motilidad en semen
“lavado™ que en el no “lavado”. Este resultado contradice las suposiciones

de Corteel v Baril (1975}, quien amribuia la pérdida de viabilidad en el

seren no “lavado” tras 6 meses de conservacion a la presencia de yema de
huevo.

Los efectos beneficiosos del “lavado” han sido también citados por
Westhuysen {1978), Drobnis et al. (1980), Ritar y Salamon (1982, 1991),
Memon et af. (1985), Deka y Rao (1986¢) y Dunner (1993), tanto sobre Ta
calidad del semen congelado como sobre la. del refrigerado. Otras veces o
se ha encontrado mejora significativa en la calidad o fertilidad del semen
“lavado”™ sobre el no “lavado”, o incluso se ha observado diferencia
significativa a favor del segundo (Ritar v Salaman, 1983; Strohmeyer, 1988; Tuli y
Holtz, 1994). Con todo esto, surge la duda de si realmente conviene invertit
mds tiempo en una faboriosa tarea que retrasa el proceso de fa congelacion
(Corteel v Baril, 1975; Ritar y Salamon, 1983), v que por si misma se traduce de
forma inmediata en una pérdida de espermatozoides y una reduccion de la
motilidad, el porcentaje de espermatozoides vivos y acrosomas normales,
la capacidad de endésmosts y la integridad celular (Drobais et al,, 1980; Ritar v
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Salamaon, 1982; Pintado et al., 1992, Tuli v Holz, 1994). Aitores como Memon et

al. {1885) o Rutar vy Salamon (1882, 1991), explicando en parte las diferencias
de apreciacidén entre unos y ofros en fincion de la metodologia de
valoracion empleada, han encontrado gue la ventaia del semen. “lavado”
sobre €l no “lavado” no se hace patente en el instante mismo de la
descongelacion del semen, sino tras la incubacion a 37°C durante varias
horas como afirmara en su dia Corteel (1974). De heche, la actividad de la
EYCE se optimiza en tomo a temperaturas de 40°C; bastando tan solo una
proporcion del 2,5-4% de plasma seminal para provocar Ia coagulacién del

medto (Rifar y Salamon, 1982). El doble “lavade”, por otro lado, no elimina

totalmente el plasma seminal, pudiendo manifestarse el efecto de la
coagulacion tras perfodos de incubacién de 5 horas (lritani et al., 19671).

La controversia encontrada entre unos y otros autores, se suele
fundar en que la conveniencia o no de efectuar el “lavado™ de los
espermatozoides antes de la dilucidn, depende en gran medida del factor
mndividual, racial, asi como del método de congelaciéon empleado o los
criterios de valoracidn del semen descongelado (Ritar y Salamon, 1982). Asi
por ejemplo, Memon et al. (1985) han encontrado que las diferencias de
motitidad espermatica y porcentaje de espermatozoides normales eran
mayores entre el semen “lavado” y el no “lavado” cuando el diluyente
empleado era leche, que cuando era lactosa-yema o Tris-yema;, y ya

Courtens et al. en 1984, habian observado por microscopia electronica, que

la accidn de la secrecién de las glandulas bulbouretrales se limitaba, segin
su observacion, a inducir la adhesion de determinados componentes de Ia
leche a la mitad anterior de la cabeza del espermatozoide, traduciéndose
esto en una mayor frecuencia de reacciones acrosémicas; por lo tanto
cabria pensar mds en una toxicidad de Ia Ieche que de fas lisofecitinas

supuestamente generadas por la interaccion entre la. secrecion de las

glandulas bulbouretrales y la yema de huevo. De hecho, en 1990 Chashan
y Anand comprobaron que fos fosfolipidos mds abundantes en la yema de
hueve (fosfatiditcolina y fosfatidiletanolamina) no eran hidrolizados por las
enzimas del plasma seminal. Sahni (1987), por otro lado, encontrd que la
presencia de iones sodio y citrato ffenaban la reaccion, mientras que la del
ton calcto Ia catalizaba.

La umportancia de emplear o no vema. de huevo en los diluyentes de
congelacion de semen caprino, radica principalmente en sus ventajas como
protector de los espermatozoides contra el choque por fifo v Ia presion
osmdtica.(Pintado et af., 1991b; Dunner y Vazquez, 1991; Dupner, 1993), por lo que
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aguellos autores que han comprobado que la raza con Ia que trabajan o los

machos enpleados no presentan grandes problemas a 1a hora de incorporar

yema de huevo a sus diluyentes, lo hacen sin tan siquiera plantearse el

“lavade” previo de los espermatozoides (Deka y Rao, 1986, 1986b; Tuli et al,,
1891; Tull y Holtz, 1992, 1884, 1895); otros, optan por utilizar yema de huevo en
fos diluyentes pero realizando previamente el “favado” de los
espermatozoides (Ritar v Salamon, 1982, 1991; Loubser et al,, 1983; Pintado et al.,
1981b; Dunner, 1893; Singh et al., 1995, 1996; Karatzas et al., 1997); v el testo, se
mnclinan por “lavar”, y emplear diluyentes sin yema de huevo (Corteel, 1974).

Autores como Ritar y Salamon (1991) han comprobado que en semen

fntegro, la pérdida de motilidad tras la conservacion del semen en
nitrégeno liquido durante 6 meses era mayor en semen diluido en medios
con un 1,5% de yema que en el diluide con un 6%. Deka v Rao (1986a)
obtuvieron significativamente mayor porcentaje de motilidad espermdtica
progresiva y menor porcentaje de acrosomas dafiados difuyendo semen
integro en medios con un 10-20% de yema de huevo que con un 7%, v
otros muchos autores emplean concentraciones del 15-20% de yema de
huevo en sus diluyentes de congelacion obteniendo resultados
satisfactorios (Memon et al,, 1985; Tuli y Holtz, 1992, 1994; Singh et al,, 1995, 1996).
Todos estos autores coinciden en la ventaja que supone emplear yema de
huevo en los diluyentes. Ritar y Salamon (1991), en Ia linea del efecto
estacional sobre la actividad de la EYCE, obtuvieron los mejores
resultados con un 12% de yema de huevo a principios de la estacién de cria
y con un §-1,5% a finales de €sta, supuestamente por la mayor actividad de
la EYCE durante este tltimo perfodo. Por tanto, el factor estacional debe
ser otro de los tenidos en cuenta segin la raza a la que nos refiramos, para
valorar el efecto de Ia adicién de yema de huevo en fos diluyentes sobre los
parametros del semen a la descongelacion.

La mayoria de los autores recomiendan yvema. de huevo fresco de no
mas de 24 horas (Mukherjee y Nelson, 1887) o 3 dias (Tuli y Holtz, 1984), pero, al
menos en caprino, no se han Hevado a cabo estudios acerca de Ia
importancia de este hecho. Ritar y Salamon (1991), de hecho, empleaban
yema de huevo conservada a —20°C y descongelada el mismo dia de'la
recogida para incorporarfa al diluyente, obteniendo resultados
satisfactorios.

2. 2.3.3. 3. Tasa de dilucion
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La dosis necesaria de espermatozoides para conseguir una. buena.

fertilidad en caprino se sitGa en torno a los 200-300 millones, por lo que
partiendo de esta base, muchos autores diluyen el semen lo suficiente para

conseguir concentraciones que rondan los 400-600-10° spz/ml,_en funcion

del volumen del eyaculado y la concentracion inicial de éste (Memon et 4.,
1985; Mukherjee y Nelson, 1987; Pintado et al., 1991b, 1992; Singh et al., 1995, 1996).

Otros, emplean tasas de dilucién constantes tras una verificacion minima

de calidad, evitando asi tener que calcular la magnitud de la dilucidn, y
acelerando asf todo el proceso (Chauhan y Anand, 1980; Tuli y Holtz, 1992; Sinha
et al, 1996). Las tasas de dilucién empleadas oscilan entre 1:2 v 1:30
{(Chauhan y Anand, 1990; Ritar etal., 1990b; Tuli y Holtz, 1992; Singh et &l., 1996; Sinha
et al,, 1996), obteniéndose una mayor calidad del semen a la descongelacion
cuando 1a tasa de dilucion ronda el 1:20 (Chauhan ¥ Anand, 1990). Ritar v Ball
{1983) en la misma linea comprobaron mejores resultados con una tasa de
dilucién 1'2 frente a 1:0,5 o I:1, pero Ritar et al. (1990a) no encontraron
diferencia alguna entre emplear tasas de dilucién 1:2 0 1:23.

2.2.3.3. 4 Proceso de ditucion

La dilucion del semen suele realizarse en varios fases, incluyendo la

primera de ellas la incorporacin de diluyente sin glicerol, v a continuacion
y de forma paulatina fa del diluyente con glicerol (Mukhesjee y Nelson, 1987;
Deka y Rao, 1986b). Este procedimiento, supuestamente, permite una
aclimatacién progresiva de la célula al medio hiperosmdtico que supone el
medio glicerolado, con Io que [a deshidratacion de ésta no se produce de
forma repentina. Simplificando el método, algunos autores han renunciado
a una primera dilucion sin glicerol evitando con elio tener que trabajar con
dos fracciones del diluyente, obteniendo buenos resultados (Tufi et al., 1991;
Tuli y Holtz, 1992; 1994, 1995). Sin embargo, intentos de simplificar afin mas la
meorporacién del glicerol reduciendo la dilucién a un solo paso, han
desembocado en [a obtencidn de peores resultados que Ios obtenidos
afiadiendo la fraccidn glicerolada en varios pasos (Tuli y Haltz, 1994).

Por otro lade, la incorporacién de la porcion glicerolada
tradicionalmente se ha venido realizando a temperaturas de refrigeracion
(Deja y Rao, 1987a; Pintado ot al,, 1991h, 1992), pero trabajos recientes han
podide constatar gue también es factible realizarla a 30-37°C o a
temperatura ambiente (Ritar y Salamon, 1882, 1981; Salamon y Ritar, 1982; Ritar et
al., 1990b; Tuff ef af., 1991; Tuff y Holfz, 1992, 1994), habiéndose obtenido incluso
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mejores resultados que cuande se incorporaba a 4-5°C (Salamon v Ritar, 1982,
Tuli y Holtz, 1984).

2. 2. 3. 4. Descenso de temperatura

Una vez realizada la primera o todas las diluciones, segiin el método,

se procede a un descenso paulatino de la temperatura hasta los 4-5°C en un
tiempo estimado entre una y dos horas (Ritar y Safamon, 1982, 1991; Deka y Rao,
1986b; Mukherjee y Neison, 1987; Chauhan v Anand, 1990; Pintado et al., 1991b, 1992:
Dunner, 1993; Tuli y Holtz, 1994, 1995). Deka v Rao (1987a) ampliando dicho

periodo a 2,5 horas notaron menor dafio acrosémico en comparacién comn

las 1,5 horas, y Westhuysen (1978) no detectd diferencia significativa
alguna entre 1/2, 1 o 2 horas.

2. 2. 3. 5. Periodo de equilibracion

Tras el pertinente descenso de temperatura vy la adicién de la porcién
glicerolada del diluyente, el semen diluido se mantiene a 4-5°C durante un
periodo comprendido entre 2 y 6 horas segtn los distintos autores, para
permitir la reestructuracién de membranas imprescindible para dotar a la
célula de mayor resistencia frente a la congelacién (Rossouw, 1974;
Westhuysen, 1978; Memon et al., 1985; Deka y Rao, 1986b; Sinha et al., 1995, 1996:
Chauhan vy Anand, 1990; Tuli et al, 1991; Tuli y Holtz, 1992, 1994, 1995; Das y
Rajkonwar, 1994, 1996; Singh et al 1995, 1996). Chauhan y Anand (1990)
demostraron mayor calidad del semen ampliando el perfodo de
equilibracion a 3 horas, frente a 1, 2, 4 y 5 horas.

2. 2. 3. 6. Congelacion propiamente dicha

La congelacidn del semen tras su conveniente preparacidn, suele

realizarse fundamentalmente mediante dos métodos: la congelacion en
pajuelas sobre los vapores del nitrégeno liquido (Cortesl, 1974; Loubser y Van
Niekerk, 1983; Memon et al., 1985; Deka y Rao, 1986b; Mukherjee y Nelson, 1987;
Pintado et al., 1991b; Tuli et al., 1991; Tuli y Holiz, 1992, 1994, 1995; Dunner, 1993; Ritar
y Bafl, 1993; Karatzas et al., 1997) y la congelacién en pildoras o “pellets™ sobre
neve carbomca {(Waide et al.,, 1977; Ritar y Salamon, 1982, 1991; Loubser et al,

1983a; Ritar y Ball, 1993). thar et al. (1990b) obtuvieron mayor viabilidad
congelando los espermatozoides en pildoras que en pajuclas, pero no
observaron diferencias de fertilidad entre ambos métodos (Ritar et al., 1990a).
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A su vez, se emplean pajuelas de 0,5 (Deka y Rao, 1986h; Mukherjee v Nelson, -

- 1987; Pintado et al, 1991b, 1992; Tuli et al, 1991 Tuli y Holtz, 1992, 1994, 1995) ¢
0,2-0,25 mli (Corteel y Baril, 1975; Memon et al, 1985; Chauhan y Anand, 1990;
Dunner, 1993; Ritar v Ball, 1993; Singh et al, 1995, 1996). Samouitidis v Hahn
(1972) obtuvieron mayor motilidad con pajuelas de 0.5 que de 0.2-0.25,
Ritar et al. (1990b) no observaron diferencia alguna entre ambos tipos de
paguelas..

En general, la velocidad dptima de congelacion depende en gran
medida del tipo de crioprotector y su concentracion, el diluyente, y por

supuesto de ia geometria del envase. El aumento de Ia concentracién del

crioprotector, permite reducir la velocidad de congelacién. Crioprotectores
no penetrantes, como los azGcares o las proteinas, exigen tmayores

velocidades de congelacion que fos penetrantes, como el glicerol o el

DMSO. La téenica mis empleada en caprino para pajuelas de 0,25-0.5 ml y
empleando concentraciones de glicerol del 3-8%, consiste en situar las
pajuelas a 2-5 cm sobre el nivel del nitrogeno liquido durante 8-10
minutos, donde Ia temperatura oscila entre los —~110 v los —120°C (Deka y
Rao, 1986b; Tuli et al, 1991; Tull v Holtz, 1992, 1994, 1895). A continuacidn se
sumergen en el nitrégeno liguido a -196°C.

2.2.3.7. Conservacién en nitrégeno liguido

El metabolismo celular se ralentiza con el descenso de la
temperatura, hasta casi detenerse a temperaturas de congelacion. Pero atin
asi, a -196°C se mantiene cierta actividad, hasta el punto de gue ciertos
cambios pueden tener Iugar en el semen incidiendo sobre su calidad.
Corteel y Baril (1975) va observaron una pérdida de motilidad durante la

conservacibn del semen caprino en nitrogeno Hquido durante un periodo de-

6 meses, que iba desde un 1,3% en semen “lavado” a un 22% en el semen
no “lavado”. Deka y Rao (1987hb) detectaron también un aumento
significativo de las anormalidades esperméticas hasta los 12 meses, y
Samouilidis et al. (1982) comprobaron tras 11 afios de conservacion en
- nitrégeno liquido, un descenso del 15% en motilidad y del 20% en la
fertilidad.

2. 2. 3. 8. Descongelacion
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Tradicionalmente la descongelacién del semen se ha venido
realizando en agua a temperaturas de 30-40°C durante 10-120 segundos
(Corteel, 1974; Corteel y Baril, 1975; Waide et al., 1977; Ritar y Salamon, 1982, 1991;
Loubser et al,, 1983a; Meman et al., 1985; Deka y Rao, 1986h, 1987¢; Chauhan y Anand,
1990; Pintado et al., 1991b, 1992; Tuli y Holtz, 1992, 1994, 1995; Dunner, 1993; Ritar y
Ball, 1993; Singh et al, 1995; Sinha et al, 1995), con ventajas frenie a la
descongelacion a temperatura ambiente (Rossouw, 1974) o a 5°C (Deka y Rao,
1987¢); pero en algunos trabajos se ha obtenido mejor calidad seminal con
mayores velocidades de descongelacién comprendiendo temperaturas del
orden de los 55-70°C durante 7 segundos (Tuli et al., 1991), razén por la cual
otros autores han optado por descongelar en estas condiciones {Lawrenz,
1986). La explicacién parece estar en que cuanto més répida es la
descongelacion, menos tiempo permanece el semen bajo los efectos
deletéreos del cambio de estado del agua, v més sincronizada es la
descongelacion del medio extracelular con la del intracelular; aunque todo
esto depende en gran medida de la velocidad de congelacion a la que fue
sometido el semen, y por tanto, al tipo de cristales de hielo gne se
formaron.

2.2.3.9. Contrastacién y seleccién del semen congelado-descongelado

En el semen congelado-descongelado, la caracteristica mas estudiada
es la motilidad (Rossouw, 1974; Corteel y Baril, 1575; Westhuysen, 1978; Ritar y
Safamon, 1982, 1991; Deka y Rao, 1985b, 1986a, 1986b, 1987c; Memon et al, 1985;
Sinha et al, 1991, 1995, 1996; Chandler et al., 1988; Strohmeyer, 1988; Dunner y
Vazquez, 1991; Pintado et al, 1991b, 1992; Tuli et al,, 1991; Tuli y Holiz, 1992, 1994,
1985; Bunner, 1983; Ritar y Ball, 1983; Berger of at, 1994; Singh ot ab, 1995; Singh ¥
Purbey, 1996), seguida por el estado de los acrosomas (Deka y Rao, 19853,
1985b, 1986b, 1987c; Chandler et al., 1988; Dunner y Vazquez, 1991; Pintado et al.,
19910, 1992, Duaner, 1993; Berger et al, 1994; Sinha et al, 1995; Singh et al,, 1995;
Sinha et al., 1985, 1096; Singh y Purbey, 1998), la resistencia osmatica Dunner y
Vazquez, 1991; Pintado et al, 1991b, 1992; Dunner, 1993) el porcentaje de
espermatozotdes vivos (Tuli etal; 1991; Tull y Holfz, 1992, 1994, 1995; Singh et al.,
1935; Sinha et at., 1995), et porcentaje de anormalidades esperméticas (Singh et
al., 1995; Singh y Purbey, 1996), ia actividad enzimadtica intracefular (Singh et al,,
1996) o extracelular (Drobnis et al., 1980; Tuli et al., 1991; Tuli y Holtz, 1992, 1994;
Singh et al., 1996; Sinha et al,, 1996), v finalmente otras como la aglutinacién
(Chandler et al., 1988) o penetracion de ovocitos (Berger ef al., 1994). Berger et
al. (1994) compararon matilidad espermatica, integridad acrosémica,
capacidad de los espermatozoides para sufrir la reaccidn acrosdmica, v
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habilidad de! espermatozoide para fusionarse con Ia membrana plasmatica
del ovocito de hamster, encontrando que sélo la Gltima de estas pruebas se
correlacionaba significativamente con la fertilidad.

La meotilidad sucle valorarse de forma similar a como se ha descrito
para el semen fresco, pero con menores tasas de dilucion.

El percentaje de espermatozoides vives se determina tras la tincién
con eosina-nigrosina, realizando un recuento de 200 espermatozoides a
400-1000 aumentos (Greyling y Grobbefaar, 1983; Loubser y Van Niekerk, 1983: Tufi
et al, 1991; Tuli y Holz, 1992, 1994, 1995; Karatzas et al., 1997). Loubser y Van
Niekerk (1983), sin embargo, realizaron la tincién con violeta genciana 'y
se ayudaban de un hemocitémetro.

El porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales se
suele determinar mediante {a misma prueba anterior (Greyling y Grobbelaar,
1983; Loubser y Van Niekerk, 1983; Ali y Mustafa, 1986; Skalef et al., 1988) o la de Ia

“gota gruesa”, fijando la muestra de semen en solucién fosfato tamponada

conteniendo glutaraldehido al 2% y a 37°C, para contar a continuacién
100-400 espermatozoides al microscopio de contraste de fases a 1000
aumentos (Roca et al., 1992a, 1992; Pérez y Mateos, 1996, 1997).

El porcentaje de espermatozoides com acrosoma normal se
determina también mediante la prueba de la “gota gruesa” detallada en el
parrafo anterior contando 100-200 células (Memon et al., 1985; Okere ef &f.,
1986; Pintado et al., 1991b; Pintado-Saniuanbenito y Pérez-Liano, 1992, Roca et al,
1992b; Dunner, 1993; Pérez y Mateos, 1996, 1997) o mediante tincién Giemsa
(Deka y Rao, 1986b; Singh et al., 1995; Sinha et al., 1995, 1996; Misra et al., 1996).

El porcentaje de emdésmeosis positiva se determina diluyendo una
gota de semen (= 50 pl) en 1 mi de una solucién de citrato trisdédico 100
mO (1g/100ml) y fijando la muestra en glutaraldehido para observarla
mediante el microscopio de contraste de fases. Se consideran reacciones
normales aquellas en las que el espermatozoide presente el flagelo
enrollado en mayor o menor grado dentro de la membrana plasmadtica
(Dunner y Vazquez, 1991; Pintado et al., 1991b).

La calidad del semen descongelado, deteriorado por el proceso de
congelacion-descongelacion, suele estar en caprino muy reducida con

respecto a la del semen antes de la congelacion, con valores de motilidad

desde el 20-30% (Westhuysen, 1978; Corteel, 1983; Sfrohmeyer, 1988, Dunner,
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1993) al 60-70% (Deka y Rao, 1985b, 1986a, 1986b; Chouhury et al,, 1987; Sinha ef
al.,, 1991, Delgadifio et al,, 1992a), siendo lo mds habitual encontrarla enire un
30 y un 60% (Rossouw, 1974; Corteel y Baril, 1975; Westhuysen, 1978; Safamon y

Ritar, 1982; Loubser et al,, 1983c; Deka y Rao, 1985h; Strohmeyer, 1988; Delgadilio et

al., 1992a; Tuli y Hollz, 1992, 1994, 1995; Sinha €t al., 1995; Singh-et al., 1995; Sinha et
al, 1995). El porcentaje de acrosomas intactos en el semen descongelado
varia segun la literatura entre el 30-40% de Strohmeyer (1988) y Dunner
(1993), al 70-90% de autores como Deka y Rao (19852, 1985b, 19862, 1987¢) o
Sinha et al. (1995), pasando por el 40-70% de Memon et al. (1985). Todo
ello segin 1a raza, el proceso de congelacién llevado a cabo, los criterios
del evaluador, asi como la técnica de contrastaciéon empleada (Pintado-
Sanjuanbenito y Pérez-Liano, 1992).

La mayoria de los autores desechan para la inseminacion aquellas
dosis en las que el porcentaje de espermatozoides moviles sea menor del
30-45% (Corteel, 1980; Singh et al., 1995; Karafzas et al., 1997) y/o la puntuacién
en motilidad menor de 3 puntuando de 0 a 5 (Corfeel, 1980; Karatzas ef al.,
1897).

2.3. INSEMINACION ARTIFICIAL

2.3. 1. METODOS DE SINCRONIZACION-INDUCCION DEL CELO

Las razas de climas templados muestran una importante variacién
estacional en su actividad reproductiva, controlada principalmente por la
fluctuacién anual de la duracion del dia (Malpaux et al, 1995). Por ese
motivo, en contraestacidn se suele recurrir 2 métodos de induccion del celo
que consisten en someter el aparato reproductivo de la hembra a un
ambiente progesterénico durante unos dias, para a continuacion estimular
adecuadamente el ovario con FSH o anélogos como Ia PMSG o0 la eCG, e
‘ncluso en ocasiones asegurando la ovulacién y formacién del cuerpo lateo
con analogos de Ia LH como fa hCG. Otra estrategia empleada para
conseguir que las hembras muestren actividad ciclica en contraestacion, es
la que combina una manipulacion del fotoperiodo mediante suministro de
luz en invierno, y la administracion de melatonina por medio de implantes
en primavera (Malpaux et al,, 1995).

La sincronizacion-induccion del celo es interesante también porque
permite un agrupamiento de los celos, v con ello una mejora en las

o
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condiciones de manejo, la posibilidad de programar la contratacién de
servicio técnico especializado para llevar a cabo las inseminaciones, y un
mayor control de la fecha de parto y por tanto de sus condiciones. Por esta
razén se considera una herramienta casi imprescindible para realizar
mseminaciones a nivel de campo.

Los tratamientos de sincronizacién-induccion del celo empleados

para inseminacion artificial; implican el sometimiento de la hembra a una

fase progesteronica de unos 17-21 dias (Bongso et al., 1982; Berger et al., 1994),
0 a un periodo de actuacién mas corto del progestageno (10-11 dias), en

combinacion con algin luteolitico (Simplicio y Machado, 1991a, 1991b). Esta

fase progesteronica es esencial fuera de estacion o al comienzo de la
~ estacién reproductiva para el éxito de la posterior fase folicular del ciclo, y
bloquea el comienzo de ésta mientras no se retire el dispositivo liberador
de progestageno. Sin embargo, si no va acompafiada de la administracion
de PMSG, incluso en época reproductiva, provoca una débil respuesta
ovarica (Riter et al., 1984; Tamanini et af., 1985). En tratamientos de 10-11 dias,
la aplicacion del luteolitico se hace necesaria para evitar que algunas
cabras ciclicas puedan mantener un cuerpo liteo funcional tras la retirada
del dispositivo liberador de progestageno.

Dos dias antes de la retirada del dispositivo liberador de
‘progestageno suele administrarse PMSG 0 eCG con ¢l fin de estimular el
crecimiento folicular, a mayor o menor dosis segin el grado de
estacionalidad v prolificidad de la raza (Lawrenz, 1986; Corteel et al., 1988; Ritar
et al,, 1989; La chevre, 1992; Ritar y Ball, 1993; Baril et al., 1993; Freitas et al.,, 1096;
Karatzas et al, 1997), y en ocasiones conjuntamente con hCG (Simplicio y
Machado, 1991b).

En estacién reproductiva, el tratamiento progestageno puede
sustituirse por dos aplicaciones de prostaglandina F2o o andlogos,
separadas unos 10-11 dias (Machado y Simplicio, 1994), de manera que en el
momento de la segunda aplicacioén todas las hembras presenten un cuerpo
lateo sensible, y tras la lisis queden sincronizadas.

2.3.2. INSEMINACION ARTIFICIAL PROPIAMENTE DICHA

La aplicacion del semen en caprino se lleva a cabo mediante dos
técnicas: la inseminacion laparoscépica y la inseminacién transcervical. La
primera de ellas surge por la necesidad de obtener en caprino mayores
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indices de fertilidad, ya que ésta aumenta con la profundidad de
deposicion, y atravesar el cuello uterino en esta especie constituye una
dificultad afiadida.

2.3.3. FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA FERTILIDAD DE
LA INSEMINACION ARTIFICIAL

2.3.3. 1. Método de sincronizacion/induccion del celo

Aunque la sincronizacion mediante tratamiento hormonal comporta
muchas ventajas a la hora de programar las inseminaciones, no hay que
olvidar el costo que representa y la menor fertilidad que se consigue frente
al celo espontineo (Gonzélez-Stagnaro et al, 1975; Drilleau, 1991; Simplicio y
Machado, 1991a, 1991b), por lo que deben considerarse también alternativas
como el efecto macho cuando sea posible su aplicacion (Gibbons et al.,, 1992).

Como progestageno para los tratamientos de sincronizacién o
sincronizacidén-induccion del celo se suele emplear esponjas impregnadas
con 40-45 mg de FGA (Gonzalez-Stagnaro et af., 1975 Corteel etal., 1988; Ritar et
al, 1989, La chevre, 1992, Freifas et al, 1996), con 50-60 mg de MPA (Loubser et
al.,, 1983a; Lawrenz, 1986; Stmplicic y Machado, 1991a, 1991b; Karatzas et-al,, 1997), o
los dispositivos internos de liberacion controlada de progestdgeno o CIDR
(Corteel et al,, 1988; Ritar ef al,, 1989; Ritar y Ball, 1993). Dosis de 45 mg de FGA
(Gonzalez-Stagnaro, 1975) o 60 mg de MAP (Simplicio y Machado, 1991a) han
sido descritas como mejores que las de 40 mg de FGA o 50 mg de MPA
respectivamente, proporcionando una mayor fertilidad. Corteel et al. (1988)
obtenian también mejor fertilidad tras la inseminacion transcervical con
semen congelado utilizando un dispositivo CIDR, que una esponja; mejora
que no encontraron Ritar et al. (1989) inseminando laparoscépicamente.
Estudios relativamente recientes han comprobado que la sustitucién de una
esponja impregnada en progestdgeno a mitad del tratamiento repercute
negativamente sobre la fertilidad, contrariamente a lo que podria esperarse
(Freitas et al,, 1996). No es por tanto recomendable intentar mantener una
concentracion estable de progesterona a lo largo del tratamiento, sino que
es. preferible. que ésta vaya disminuyendo paulatinamente como ocurre de
forma normal a medida que la esponja va perdiendo principio activo. La
preferencia o no de emplear tratamiento progesterénico previo u optar por
dos aplicaciones de prostaglandina dependera en cada caso del grado de
estacionalidad de la raza, puesto que en contraestacion, la instauracién de
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un estado progesterénico previo es indispensable en razas estacionales.
Corteel et al. (1988) observaron como la fertilidad mejoraba cuando las
esponjas eran retiradas por la mafiana en vez de por la tarde.

Con la administracién de PMSG se consigue adelantar el momento
de la ovulacién (Ritar et al, 1989), aungue 1a dosis en si no repercute sobre la
fertilidad en estacién reproductiva (Ritar y Salamon, 1983). Su aplicacién 48
horas antes de la retirada de las esponjas mejora la fertilidad de la
insenminacion  transcervical con semen congelado, fremte a su
administracion en el momento de la retirada de dichas esponjas (Ritar et af,
1989).

Se ha comprobado también que tratamientos hormonales de
sincroniizacion  continuados afio tras afio, traen consigo respuestas
retardadas al tratamiento por un efecto de inmunizacion ante fa PMSG; lo
cual puede llevar a retrasos en la aparicién del celo en algunas hembras, v
con ello, a una mayor dispersién de los celos, con la consecuente pérdida
de fertilidad en caso de inseminar a tiempo fijo tras la retirada de esponjas
sin tener en cuenta el momento de Ia aparicion del celo (Baril et al,, 1992,
1893, 1996; La chevre, 1992).

2.3.3.2. Momento de inseminacion

La congelacién supone para los espermatozoides una serie de
agresiones que menoscaban su integridad, volviéndose més sensible a
condiciones externas y perdiendo capacidad fecundante. A su vez, el
tiempo transcurrido desde la recogida hasta la congelacién definitiva, asi
como el metabolismo que aunque nfimo sigue desarrolldndose en el
espermatozoide durante la conservacion en nitrégeno [iquido, repercute
sobre la vida media que resta al espermatozoide una vez descongelado, por
lo que se busca una inseminacion practicamente sincronizada con la
ovulacion, y mejor algo antes que algo después de ésta (Suga et al.,, 197Z; Ritar
et al, 1990a). Se ha comprobado que la supervivencia de los
espermatozoides en el tracto femenino mejora en tormmo al celo, v la
motilidad en el cérvix declina conforme se acerca el momento de la
ovulacién, pero no asi en el atero, donde la motilidad no depende de si su
estado es luteal, de inicio o final de celo (Suga et &, 1972). Teniendo en
cuenta estos aspectos y que la fertilidad se incrementa considerablemente
con la profundidad de deposicion del semen, los distintos autores han
descrito un momento 6ptimo de mseminacién que oscila entre las 30 v las
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62 horas de la retirada del tratamiento progestageno, segin la raza, si se
opta por una o dos inseminaciones, o si se ha inctuido o no PMSG en el
tratamiento (Bongso et al., 1982; Lawrenz, 1986; La chevre, 1992 Baril et al., 1993
Ritar v Ball, 1993; Berger et al., 1994; Karatzas et al,, 1997). En caso de inseminar a
celo detectado suele hacerse sobre las 12-14 horas o a las 12 v 24 horas tras
la deteccion, suponiendo una frecuencia de deteccion de 12 horas (Gonzalez-
Stagnaro et al., 1975; Gibbons et al., 1992; Loubser et al., 1983a).

2.3.3.3. Numero de inseminaciones y dosis

Como consecuencia de Ia amplia variacion individual en cuanto al
momento de inicio del celo desde el final del tratamiento de sincronizacion
y por tanto tambi€n en cuanto al momento de la ovulacion, surge {a duda
de si es méas conveniente inseminar una sola vez cuando se espera que la
mayoria de las hembras esté en el momento optimo de setlo, o asegurar la
fecundacion imseminando un mayor numero de veces a intervalos
separados adecuadamente en funcion del momento mas probable en que
pueda aconiecer la ovulacién. Corteel et al. (1988), sin embargo, en un
amplio estudio, comprobaron una ligera aunque significativa mejora de fa
fertilidad inseminando sélo una vez que haciéndolo dos veces, hecho que
atribuyeron a la provocacién de un menor estrés al animal. También Ritar y
Ball (1993) obtuvieron mejores resultados inseminando una vez que
haciéndolo dos veces dando la razén a Corteel, aunque por el escaso
numero de animales la diferencia no fue significativa. Otros autores no han
encontrado diferencia significativa si bien el numero de animales utilizados
fue reducido (Ritar y Salamon, 1983), v otros tantos obtienen mayor fertilidad
inseminando dos veces que tan sélo una (Karatzas et al., 1997).

La dosis empleada en inseminacion con semen congelado suele
oscilar entre los 60-300 millones de espermatozoides para inseminacion
transcervical (Corteel y Baril, 1975; Ritar y Salamon, 1983; Lawrenz, 1988; Ritar et 4.,
1990a; Baril et al., 1993; Ritar y Ball, 1993; Karatzas et al, 1997) y los 10-60
millones para inseminacion laparoscopica (Ritar et ah., 1990a; Ritar y Balt, 1981,
1993; Singh et al, 1995). Muchos autores han comprobado cémo con la
disminucion de la dosis seminal se reduce también la fertilidad, aungue las
diferencias descritas en la mayoria de los casos somr pequefias y no
significativas (Ritar y Salamon, 1983; Lawrenz, 1986; Ritar et al., 1990a; Ritar y Ball,
1991).
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2.3.3.4. Profundidad de deposicién

La profundidad de la deposicién del semen es ofro tema impertante a

- temer en cuenta en caprino, puesto que la cualidad més mermada en el

semen tras su congelacion es su capacidad para atravesar el cuello uterino.
Numerosos estudios revelan una diferencia significativa entre la fertilidad -

del semen {resco o refrigerado y la del congelado, que desaparece o se hace

menos patente cuanto mdas profundamente en el cérvix se deposita el

semen, hasta llegar a la Iuz uterina (Bongso et al., 1982; Ritar y Salamon, 1983;
Ritar et al., 1989, 1980a). En este aspecto, la experiencia del inseminador ha
sido considerada como un factor importante para mejorar [a fertilidad de un
afto a otro (Peskovatskov, 1985). Bongso et al. (1982) consiguieron la méxima
penetrabilidad del cuello uterino a las 72 horas de finalizado el tratamiento
de sincronizacion con esponjas y PMSG. Debido a Ia mayor fertilidad
conseguida con la deposicién uterina y a que no siempre se consigue
superar el cérvix, en muchas ocasiones se recurre a la inseminacién
laparoscopica (Ritar et al, 1989, 1990a), pero tan sélo en el ambito de
experiencias concretas o animales muy valiosos en los que el incremento
de fertilidad compense el mayor coste de 1a operacion.

2.3.3.5.  Otros factores

Como ya se comentd en apartados anteriores acerca de los factores
que ifluyen sobre la calidad seminal del macho cabrifo, la estacionalidad
reproductiva es otro factor importante a tener en cuenta en la hembra a la
hora de mseminar, dependiende de la raza v las condiciones ambientales
(Prasad, 1861, Lawrenz, 1986; Casu st al, 1991; Chemineau, 1983; Malpaux et al,,
1995).

La fertilidad de las hembras suele ir aumentando con la edad hasta
los 2,5 afios (Ritar et al, 1990z; Drilleau, 1991), y también se ve mejorada
conforme aumenta el periodo transcurrido entre et destete y la
mseminacion (Ritar et al., 1989).

2.3.4. FERTILIDAD TRAS LA MONTA NATURAL Y LA
INSEMINACION ARTIFICIAL

La fertilidad encontrada en la bibliografia oscila a grandes rasgos
entre el 70-100% con monta natural (Loubser et al., 1983a; Westhuysen et &l.,
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1980; Loubser et al., 1983a; Bongso et al., 1982; Drilleau, 1991}, el 60-90% tras la

inseminacién con semen fresco (Westhuysen et al., 1980; Prasad, 1981; Loubseret

al, 1983a; Ritar et al, 1989; Karatzas ef al., 1997), el 55-90% con semen

refrigerado (Corteel, 1976; Borgohain et al., 1985; Corteel et al., 1988) v el 20-80%

con congelado (Corteel, 1975, 1976; Waide et al,, 1977, Westhuysen et al., 1980;
Loubser et al., 1983a; Corteel et al., 1988; Deka y Rao, 1989; Chauhan y Anand, 1990;
Ritar et al.,, 1990a; Ritar y Ball, 1991, 1993; La chevre, 1992; Delgadilio et al., 1992a;
Baril et al, 1993; Singh et al, 1995; Karaizas et al,, 1997). La Tabla 2 muestra
algunos de los valores de fertilidad obtenidos por estos autores en funcién
del tipo de semen empleado.
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Tabla 2. Fertilidad tras 1a cubricion natural (C), la inseminacion con semen
fresco (F) o congelado (Cg).

‘Referencia C F Cg

Bongso et al., 1982 71,00% 81,00%
Waide et al., 1977 71,90%
Joseph y Nai, 1989 70,40%
Corteel, 1976 69,40%
Gonzélez-Stagnaro, 1975a, 1975b 68,60%
Deka y Rao, 1989 66-69%
Delgadillo et al.,; 1992a 63,00%
Corteel et al.; 1988 57-63%
Samouilidis et al.; 1982 53-67%
Drillean, 1991 69,00%  55,00%  60,00%
La Chevre, 1992 58,40%
Simplicio y Machado, 1991a, 1991b 34-73%
Singh et al., 1995 50,53%
Ritar et al., 1990a 34-64%
Sinha et al., 1987 43,75%
Westhuysen et al., 1980 100,00%  90,00%  27-50%
Loubser et al., 1983a 76,70% 90,00% 34,80%

Gonzalez-Stagnaro et al.; 1975 80,20% 11-24%
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3.1. ANIMALES

Se utilizaron 7 machos de Ia Agrupacion Caprina Canaria (variedad.

Majorera) con una media de 18 meses de edad al comienzo de la
experiencia y previamente entrenados para servir en vagina artificial.

3. 1. 1.. CONDICIONES DE MANEJO, ESTADO SANITARIO,
ALOJAMIENTO Y ALIMENTACION

Los machos fueron alojados conjuntamente en un area de unos 100
ny’, com zona cubierta y zona at aire libre, donde podian pasear y tener libre
acceso al agua y la sal.

Antes de la experiencia los animales fueron vacunados contra
linfadenitis, basquilla, y septicemia hemorrégica, asi como desparasitados
con ivermectina 'y levamisol. Las revacunaciones y desparasitaciones
periddicas se hicieron coincidir al término de cada uno de los tres perfodos
de congelacion de los que consté la experiencia.

Una racion media diaria basada en 1.060 gr. de maiz, 490 gr. de
granulos de alfalfa deshidratada y 275 gr. de salvado, se repartia en dos
tomas diarias, y se complementaba con forraje vy suplemento vitaminico-
mineral. |

3.2.  SITUACION GEOGRAFICA Y CONDICIONES
CLIMATICAS

La experiencia se llevd a cabo en las instalaciones de Ia Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (Arucas, Las
Palmas), a 28° N, 15° O y 100 m sobre el nivel del mar.

Las condiciones climéticas de la zona se resumen en la Tabla 3 v
Figuras 4 y 5, destacando una temperatura media diaria que ronda los 14,5-
31,5°C, una ninima absoluta de 8,5°C, una mdxima absoluta de 35,5°C, una
humedad relativa del 21-97% y una duracién del dia que oscilaba en torno
a las 10,5-14 horas a lo largo del afio.

3.3. METODO Y FRECUENCIA DE RECOGIDA
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Tabla 3. Condiciones meteorologicas bajo las cuales se desarrollé la experiencia por estaciones. Medias y
rangos.

Temperatura

. Humedad Duracién
Estacién Méxima Minima Media Diferencia  relativa del dia
Primavera 96 20,9 °C 15,3°C 18,1 °C 5,5°C 82% 13.0h
(17,0-29,0) (12,0-19,0) (14,5-22,3) (2,5-15,0) (50-93) (12,1-13,9)
Verano 96 24,5 °C 19,2 °C 21,9°C 5,3°C 79% 13,0 h
(21,5-29,0) (16,5-24,0) (19,8-26,3) (2,5-9,7) (54-93) (13,9-12,1)
Otoflo 96 25,3 °C 21,1°C 23,2°C 4,1 °C 76% 11,3h
(18,5-35,5) (15,0-27,5) (16,8-31,5) (2,0-9,5) (40-97) (12,1-10,4)
Inviermo 97 22.0°C 16,1 °C 19.0 °C 5,8°C 74% 1,3h
| (12,0-29,0) (8,5-23,0) (10,3-25,0) (1,0-13,5) (21-93) (10,4-12,1)
Primavera 97 17,7 °C 14,0 °C 15,9°C 3,6 °C 89% 13.0h
(17,0-19,0) (13,0-15,0) (15,0-17,0) (2,5-4.0) (82-94) (12,1-13,9)

Estos valores meteorologicos han sido facilitados por el Instituto Nacional de Meteorologia. Prohibida su reproduccion total o parcial por cualquier medio

O
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Figura 4. Medias mensuales de las temperaturas maxima (] ), minima ()y
media () diarias, y diferencia diaria de temperatura (0)en °C,

5,0

|
i
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Figura 5. Medias mensuales de la duracion del dia en horas (7, escala
izquierda) y la humedad relativa diarta en porcentaje (0, escala derecha).
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Se recogid. semen . dos veces por semana durante 14 meses.

consecutivos, desde abril de 1996 a mayo de 1997 ambos incluidos.

El semen era obtenido mediante vagina artificial IMV (Instruments

de Médicine Vétérinaire, Francia) a 40-42°C, que se conservaba en una

estufa hasta el momento de la recogida. La vagina con su cono y tubo
colector graduado contaban con una doble proteccién de cuero y algodon,
para conservar mejor ei calor de la vagina y proteger al semen de la luz'y
las variaciones térmicas.

Para la monta se emple¢ a una hembra ovariectomizada v

estrogenizada, debidamente inmovilizada para facilitar la tarea de.

‘recoleccion.

Durante Ia sesion de recogida, si el volumen eyaculado era menor de

0,5 mi, se procedia a una segunda recogida y s¢ mezclaban los dos.

eyaculados. La sesién de recogida se consideraba concluida si transcurridos
5 minutos el macho no mostraba interés alguno por la hembra.

3.4, CONTRASTACION SEMINAL

~ Los tubos colectores conteniendo semen, se depositaban en un bafio

Maria a 37°C, evaluando en ese mismo momernto e volumen. eyaculado -

(VE). A continuacidon se hallaba su concentracion (Cc), motilidad
individual progresiva (MIPF), niimero de espermatozoides por eyaculado
(NEE) y ntmero de espermatozoides moviles por eyaculado (NEME),

El volumen. eyaculado (VE) se midié a través. de. la graduacién

presentada al efecto en el tubo colector.

Antes del comienzo de la experiencia se calibré un
espectrofotometro- Micro-Reader I modelo  4025-080 de IMV, y

semanalmente era comprobade con recuentos simultaneos al -

hemocitometro. Con dicho espectrofotometro se determinaba la
concentracion (Cc) de la muestra de semen; diluyendo ésta a razén de

1:400" en solucion salina formolada al 0,3% (Tabla 4), y midiendo su-

absorbancia {Abs) pasados 5 minutos desde la dilucion vy el lienado de las

cubetas (MA.P.A, 1985): La formula obtenida por regresion tras la

calibracion del espectrofotometro y que fue empleada para hallar la
concentracion fue:
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Ce=Abs - 1,2699-10° + 6,0870-10°

El recuento de espermatozoides mediante el hemocitOmetro se
realizo también diluyendo previamente el semen a razén de 1:400 en
solucion salina formolada-al 0,3%, y lfenando {a cdmara por capﬁarxdad El
nimero- de espermatozoides observado en una superficie de 0,2 mm’ (80

cuadros pequefios de 0,0025 mm’ cada uno y distribuidos en 5 cuadros

mayores), era multiplicado por 20.050.000 para obtener la concentracién

en espermatozoides por mililifro,. teniendo en cuenta Ia dilucion realizada

(140D v e} volumen cubierto con el recuento (0,2 mm? - 0,1 mm de altura
=0,02 mm )

Tabla 4. Solucién salina formolada al 0,3% utilizada para hallar la
concentracion (Cc)

N e e e e e eenas - Qg
dH,O ... e etee et e ettt A e e et er e e s et e ar s e bearansens hasta 1000
Solucién de formaldehido al 35-40% oo, 8.5ml

La metilidad individual progresiva (MIPF) se analizé tras hallar Ia
concentracion de los eyaculados, diluyendo una muestra de semen a razén
de 1:60-1:100 en solucidén salina (0,9% NaCl)a 37°C, y observando una

gota de dicha solucién entre portaobjetos y cubreobjetos también a 37°C,

mediante un  microscopio Olympus BH2-NIC-2 de contraste de
interferencia diferencial (DIC) o Nomarski a 100-400 aumentos.

Portaobjetos y cubreobjetos eran mantenidos a 37°C mediante una. placa.

calefactora Minitib GmbH HT 200 que calentaba a su vez la pletina del
TICrosSCopio.

El nimero de espermatozoides por eyaculado (NEE) se calculd .

mediante la multiplicacién simple del volumen eyaculado y la
“concentracion.

NEE=VE-Cc
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El nimero de espermatozoides méviles por eyaculado (NEME)
fue calculado mediante el producto del ntimero de espermatozoides por
eyaculado y la motilidad individual progresiva.

NEME = NTE - MIPF

3.5. CONGELACION DEL SEMEN

Se congel6 semen durante tres periodos de nueve semanas cada uno,
y separados entre si por otras nueve semanas segiin el siguiente esquema:

Primer periodo:  del 07-05-96 al 09-07-96 (primavera-verano)

Segundo periodo: del 10-09-96 al 12-11-96 (verano-otofio)

Tercer periodo:  del 14-01-97 al 18-03-97 (invierno)

Entre esos periodos, los machos seguian siendo sometidos al mismo
ritmo de dos recogidas por semana y su semen analizado, pero no
congelado.

3.5. 1. DILUYENTES

La experiencia testaba 4 diluyentes diferentes, seglin consta en la
Tabla 5: el primero de ellos a base de leche desnatada en polvo (L), y los
otros 3 a base de Tris (hidroximetil) aminometano (T-1.5, T-6 y T-12),
diferencidndose estos dltimos basicamente en la proporcion de yema de
huevo contenida (1,5%, 6% o 12% respectivamente).

3.5.2. “LAVADO” DE LOS ESPERMATOZOIDES

El semen, cuando el método Io exigia, era dituido a 37°C hasta los 10
ml en una solucién de “lavado” SL (Tabla 6) o T (Tabla 7) segiin se fueraa
diluir a contmuacion en leche o Tris respectivamente, centrifugado a 700 g

durante 15 munutos, y ftras ser retirado el sobrenadante, sometido
nuevamente al mismo proceso antes de ser diluido. =

3.5.3. DILUCION

44

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Tabia 5. Composicién de cada uno de los diluyentes empleados en la

experiencia (por cada 100 ml de diluyente)

Hia

pe

rizi v Métodas

L T-1.5 T-6 T-12
Leche 10 g - - - <z
Tris - 2,984 ¢ 2847g 26665 §
Yema de huevo - L5 ml 6 ml 2m £
Glucosa 0,196 g 0,493 ¢ 0,47 g 0,44g °
Acido citrico - 1,565 g 149 g  1,398g &
Penicilina 50.000 UL 49.250UL 47.000UL 44.000U.L f'-;
Estreptomicina 50 mg 4925 mg 47 mg 44 mg &
Leche 80g - - -
Tris - 274528 261924g  245272g 3
Yema de huevo - 1,38 ml 5,52 'mi 1,04ml &
Glucosa 0,16856  045356g  0,4324g  0,4048 g G%‘
Acido citrico - - 1,4398¢  1,37448g 128616 ¢ (%D_"
Penicilina 43.000 UL 4531001 43.240UIL 40480UL g
Estreptomicina 43 mg 4531mg  4324mg 4048mg &
Glicerol 14% 8% 8% 8%
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Tabla 6. Solucion de lavado (SL) segiin Corteel (1974)

NaClal 0,9% e, 500 mt
KCIal L153% et 20 ml
CaClhal 1,22% oo 15 mi
KHPOL Al 2,11% o s er e e ettt raennns 2mi
Tampon fosfato ... 60 ml

. 3,581 g NaH,PO, 12 H,0

. 2mlHCIIN

. hasta 100 ml dH,O
MgSOs THO al 3,82% o, 5 ml
GIUCOSA A1 5,34%0  eoeceececeeevecevrcvvesvcevrivcceiviiieiceceeceere. 22,5 T
Tabla 7. Solucién de lavado (T)
Tris (Hidroximetil) Aminometano  ................... vt 3,029 ¢
GIUCOSA oot 0,500 g
ACIO CHIICO oo 1,589 g
Penicilind oo 50.000 U1
ESIEpIOmMICING cocoviviviiiiriis ettt e 50 mg
dH2O e STV hasta 100

=

o
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La dilucion se realizaba a 37°C cuando se prescindia del “lavado” de
los espermatozoides, y a temperatura de laboratorio (20-23°C) cuando
previamente se habia recurrido a dicho “lavado”, segin el descenso
progrestvo de temperatura que iba experimentando el semen diluido en la
solucion de “lavado” durante la centrifugacion.

La primera de las diluciones se llevaba a cabo con la fraccién no
glicerolada del correspondiente diluyente, hasta alcanzar una concentracion
de 800 millones de espermatozotdes moviles por mililitro. A continuacion
se afiadia a la misma temperatura comentada anteriormente y hasta
alcanzar una concentracion de 400-10° spz/ml, la fraccién glicerolada,
dividida en tres alicuotas de igual volumen. El tiempo transcurrido entre
cada una de las 4 fases de dilucién fue de 10 minutos, afiadiendo el

diluyente glicerolado gota a gota, y resbalando por las paredes del tubo

colector donde era procesado el semen.

3.5.4. ENVASADO

Se utilizaron pajuelas de 0,5 ml que fueron llenadas a temperatura
ambiente con el semen diluido, dejando una céamara de aire de
aproximadamente 1 cm de longitud en el extremo abierto de la pajuela para
evitar el contacto directo del semen con el sistema de sellado. Para sellar,
se utiliz6é agua y polvo de alcohol de polivinilo, que combinados formaban
una pasta in situ en el extremo de la pajuela.

3.5.5. DESCENSO DE TEMPERATURA

Las pajuelas, llenadas y selladas, se introducian en el cuerpo de un
congelador de pajuelas Nicool LM-10, cuya capacidad aislante permitia un

descenso paulatino - de temperatura hasta los 5°C en 1,5-2 horas al

introducirio en un frigorifico.

Un termometro Crison 638 PT con sonda de inmersidn introducida a
nivel de las pajuelas, monitorizaba el descenso de temperatura en todo
‘momento para verificar las condiciones del proceso.

3. 5. 6. EQUILIBRACION
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Tras el descenso de temperatura descrito anteriormente, las pajuelas
continuaban en el interior del cuerpo del congelador de pajuelas Nicool
L.M-10 durante dos horas més, tiempo durante €l cual la temperatura seguia
disminuyendo muy lentamente desde los 5 a los 3°C. La Figura 6 muestra
el descenso de temperatura desde temperatura ambiente hasta los 4-5°C, asi
como la registrada durante ¢l periodo de equilibracion.

3.5.7. CONGELACION PROPIAMENTE DICHA

Tras el periodo de equilibracidn, Ia base del congelador de pajuelas
Nicool LM-10 se llenaba con el nitrégeno. liquido necesario para efectuar
la congelacién, se introducia en el frigorifico, y sobre ella se montaba el
cuerpo del congelador de pajuelas conteniendo suspendidas las mismas,
accionando el ventilador que permitia la circulacién del vapor de nitrégeno
en el mterior. El descenso a temperaturas de congelacion era monitorizado
también mediante el termémetro Crison 638 PT con su sonda introducida
en ¢l congelador a la altura de las pajuelas, mostrando la Figura 7 el
descenso de temperatura registrado durante el proceso.

3.6. CONTRASTACION DEL SEMEN DESCONGELADO

3. 6. 1. DESCONGELACION

A los 2-3 dias, los 2 meses vy los 6 meses, se realizaban las ftres
descongelaciones previstas para cada lote de pajuelas, con el objetivo de
comparar la efectividad de los distintos procedimientos de congelacion
evaluados, a corto y medio plazo.

La descongelacion se realizaba en un bafio Maria a 37°C durante 30
segundos, en un descongelador de pajuelas. IMV-France. Tras la
descongelacién, la pajuela era secada para evitar que penetrara agua en ¢l
interior al abrirla, v su contenido vertido en un tubo de ensayo infroducido
en un bafio Maria a 37°C.

3.6.2. MOTILIDAD INIDIVIDUAL. PROGRESIVA TRAS LA
DESCONGELACION (MIPD)
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Figura 6. Disminucion . gradual de temperatura sufrido por las pajuelas
desde temperatura de laboratorio hasta temperaturas de refrigeracién, y
durante el periodo de equilibracion.
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En ordenadas, temperatura en grados centigrados. En abscisas, el tiempo en minutos.
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Figura 7. Descenso de temperatura experimentado por las pajuelas durante
la congelacion propiamente dicha.
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Descongelado ¢l semen, se analizaba en primer Iugar la motilidad

mdividual progresiva de la misma forma descrita para el semen fresco, con
la salvedad de que la dilucién efectuada era menor (1:5-1:10), dada la
menor concentracion de éste. A confinuvacién se procedia a analizar el
porcentaje de espermatozoides vives, v el de espermatozoides con
acrosoma normal, segin se describe a continuacion:

3. 6. 3. PORCENTAIJE DE ESPERMATOZOIDES VIVOS (PEV)

El porcentaje de espermatozoides vivos se analizé mediante tincion
con los colorantes eosina y nigrosina en la proporcién descrita en la Tabla
8, mezclando sobre un portaobjetos a 37°C una gota de 4-5 mm de
diametro de dicha solucién (mantenida a su vez en ¢l bafio Maria a 37°C),
con ofra de 5-6 mm de didmetro del semen descongelado diluido en
solucion salina y también mantenido en el bafio Maria a 37°C. Una vez
mezcladas ambas gotas, se realizaba una extension con ayuda de otro porta

que se deslizaba sobre el primero con un angulo de 30-40°, se secaba

rapidamente al atre, y se observaba al microscopio 6ptico a 400 aumentos.
Los espermatozoides que mostraran algin indicio de coloracién rosada en
su estructura eran considerados como muertos, v los que se presentaban
totalmente’ blancos, como vivos. Se contaba un minimo de 100
espermatozoides en total, y se hallaba el correspondiente porcentaje.

Tabla 8 Tincion empleada para determinar el porcentaje de
espermatozoides vivos, segin Blom (tomado de Barth y Oko, 1989)

EosmaBazulada ... g
NIZIOSINA  ceoievieieiieeeeie ettt ce et eeeene st ser e sae e e ssaeeeeee s 8g

AH O e r e nra hasta 100 mi

3.6.4. PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES CON ACROSOMA
NORMAL (PEAN)
A 37°C, una gota de 2-3 mm de diametro de semen diluido se

mezclaba en un portaobjetos con otra del mismo tamafio de una solucion de
glutaraldehido en PBS (composicion descrita en la Tabla 9), se aplicaba un
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cubrecbjetos, y se observaba a 1000 aumentos con el objetivo de
mmersion, mediante un microscopio Olympus BH2-NIC-2 de contraste de
interferencia diferencial (DIC). Se contaba un minimo de 100
espermatozoides de cada muestra, distinguiendo enfre espermatozoides con
acrosoma normal y aquellos que presentaban alguna alteracién de cualquier
tipo en su estructura acrosémica.

3.7. DISENO DE LA EXPERIENCIA

Durante los periodos de nueve semanas en los cuales se congelaba
semen (18 sesiones de tecogida), 6 sesiones se destinaban a congelar el
semen obtenido centrifugandolo previamente con la solucién SL (Tabla 6)
empleada por Corteel en 1974, y utilizando el diluyente L (Tabla5) a base
de leche desnatada. En otras 6 sesiones de recogida, ¢l semen se congeld
“lavandolo” con la solucién T (Tabla 7), y diluyendo en T-1.5, T-6 ¢ T-12
(Tabla 5). Y en las 6 restantes, se procedia como en este Gltimo caso, pero
prescindiendo el “lavado” antes de la dilucién. En resumen, se congeld
semen bajo 7 procedimientos diferentes que se resumen en la Tabla 10.

Tabla 9. Solucion de glutaraidehido en PBS (tomado de Barth y Oko,
1989).

Solucion NaH PO, al 0,8% oo reereee e e 30mi
Solucion NayHPO, @l 0,947% oo 70 ml
NACT e aere et envetenaas 0,450 g
Solucion acuosa de glutaraldehido al 25% oo, 1,6 ml

3.8. . ANALISIS ESTADISTICO

3.8.1. SEMEN FRESCO

Para estudiar Ia evolucion de los distintos parametros seminales a lo
largo del afio en el semen fresco se realiz6 un andalisis de varianza mediante
el programa SPSS 7.5, en el que se inclufan los factores macho (M=7),
estacién y afio (E=5) y mes dentro de estacion (mE=3). Los valores de
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Tabla 10. Métodos de congelacion y abreviaturas empleadas

Matevial v Métodos

Diluyente L T-1,5 T-6 T-12 T-1.5 T-6 T-12
“Lavado” + + + + - - -
Solucién de “lavado” | SL T T T - - -
Proporcién de yema de huevo” - 1,50% 6% 12% 1,50% 6% 12%
Concentracion final de glicerol 7% 4% 4% 4% 4% 4% 4%
Abreviatura del método LL TL-1.5  TL-6 TL-12  TX-1.5 TX-6 TX-12
* En la fraccion no glicerolada del diluyente
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motilidad individual progresiva (MIPF), por tratarse de porcentajes, fueron
sometidos antes a una transformacion arcosénica segin la formula:

8= aseno,/}

... donde Ges la nueva variable fruto de la transformacion y p seria el
porcentaje de motilidad.

La significacion entre las distinfas medias se hallé mediante el test
de Scheffe incluido en el mismo programa.

Se hallaron también mediante el mismo programa, correlaciones
entre cada uno de los parametros estudiados en ¢l semen fresco y las
condiciones ambientales del dia de la recogida referidas a temperatura
maxima, minima y media, diferencia diaria de temperatura, humedad
relativa y fotoperiodo, o las condiciones ambientales medias de los 3, 10,
30, 45, 60, 75 y 90 dias antes de la recogida.

3. 8.2. SEMEN DESCONGELADO

Como todas las variables analizadas en el semen descongelado eran
expresadas en forma de porcentajes, todas ellas fueron sometidas a la
misma transformacion arcosénica descrita en el apartado anterior, para
posteriormente ser estudiadas a través de otro andlisis de varianza con el
mismo programa (SPSS 7.5), usando esta vez como factores de variacion el
macho (M=7), el método de congelacion (Mt=7), la época del afio en que
fue recogido y congelado el semen (E=3) y el tiempo de conservacion
(tC=3). La significacién entre las medias se calculd igualmente mediante el
test de Scheffe incluido en el mismo programa.
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Tabla 11. Productos

Acido CHtrico ANRIATO .......ooeooveeeveeeeeere oo Sigma
Calcio Cloruro (CaCly 3" HyO 8PTOX.) wveveveeeeeoeeereeeeeeeesnn. Probus, S.A.
D(+)-Glucosa anhidra PA ... e, Panreac
E0SINa AZUIAAA ....cvvvcciaivviviinccricviiececeiceivevvenecriivevececvesis cuviececrsreereee PANTEAC
Formaldehido, solucion al 35-40% .......coovvvvvoieieeees e, Rxser, S.A.
Glicerina PA ............ ettt et te ettt enbae e e baeteeabe £2enbresteenns e Panreac
Glutaraldehido, solucion acuosa al 25% ......ccocoooeiviveiois v, Sigma
Leche de vaca desnatada en polvo ................... tveierieenieen creerceseeneeeee REGILAIE
Magnesio Sulfato (SOMg 7H10) v, ROTRRI Probus, S.A.
Nigrosina soluble €N agUA ......ccccovecivercorrrrniccirrse cevesiirceerceen S1QMA
Penicilina-Estreptomicina (Veterin-Micipen) ................. ... Hoechst-Rousset
Potasio di-Hidrégeno Fosfato (KHyPOL) PA ...ovovvevcvrcvvcrs cvvvevcecvareen. Panreac
Potasio Cloruro (KC1) .....ooovieviiveiiie e . e Panreac
Sodio CIoruro (NaCl) .....covevecercvveeeeeieieevcecreeeenenn. ecnnirnn svevnnsivrecsees DANTEAC
Sodio Fosfato Monobésico anhidro (NaH2P04) ..................................... Sigma
di-Sodio Hidrogeno Fosfato 12 hidrato (NaZI—IPO4-12H20) cevvveccesiereece PANTEAC
di-Sodio Hidrégeno Fosfato anhidro (Na,HPO,) PRS ..o ooviivean Panreac
Tris (Hidroximetil) Aminometano PA ... ieoreereee v e Panreac
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Tabla 12. Aparatos empleados

Microscopio Olympus, BH2-NIC-2
Sistema calefactor Minitith GmbH, HT 200
Bafio-Maria Selecta, Tectron

Baiio-Maria Selecta, Percisterm
Espectrofotometro IMV, Micro-Reader 1
Descongelador de pajuelas IMV-France
Centrifuga Kubota 5100

Balanza de Precision Cobos CM-360-SX
Agitador de tubos Heidolph REAX 2000
Agitador magnético Selecta, Agimatic-N
pH-metro de membrana Hanna Instruments, HI 8314
Estufa de desecacion Selecta, Conterm
Termémetro Crison, 638 Pt
Criocontenedor MVE, XC 47/11-10
Criocontenedor Taylor Wharton 18 HC
Criocontenedor Taylor Wharton 10 HC
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4. RESULTADOS



Resultados

4.1. RESULTADOS OBTENIDOS EN EL SEMEN FRESCO

4.1.1. CARACTERISTICAS SEMINALES

El semen recogido a lo largo de la experiencia se caracterizo por un
volumen eyaculado medio de 1,57 ml, una concentracion espermatica de
3,447-10° spz/ml, una motilidad individual progresiva del 65,0 %,
5,422-10° espermatozoides por eyaculado y 3,573-10° espermatozoides
moviles por eyaculado.

4.1.2. ANALISIS DE VARIANZA

El ANOVA revelé un efecto significativo de la estacién y afio (E)
sobre todos los parametros estudiados en el semen integro (VE: p<0,01,
Ce: p<0,01, MIPF: p<0,025, NEE: p<0,01 y NEME: p<0,01). El efecto del
animal (M) fue significativo sobre todas las variables estudiadas (p<0,01)
excepto motilidad individual progresiva (MIPF). El mes dentro de estacién
(mE) sélo influyé significativamente sobre el volumen eyaculado, la
concentracién espermatica y el niimero de espermatozoides por eyaculado
(VE: p<0,01, Cc: p<0,01 y NEE: p<0,025). Una interaccién macho-
estacion (M-E) se hizo patente en todos los casos (p<0,01) excepto en el de
la motilidad (MIPF, p<0,072). Las Tablas 13-15 y las Figuras 8-17
muestran los resultados obtenidos a lo largo de la experiencia, segin la
estacion (Tabla 13, Figuras 8-12), el mes de recogida (Tabla 14, Figuras
13-17) y el macho (Tabla 15).

4.1.3. EVOLUCION A LO LARGO DEL ANO

Como puede apreciarse en la Tabla 13 y las Figuras 8-12, la
produccion seminal, entendida como volumen eyaculado (VE), mimero de
espermatozoides por eyaculado (NEE) y numero de espermatozoides
moviles por eyaculado (NEME), se incrementd de forma continuada a lo
largo de toda la experiencia, desde la primavera de 1996 a la primavera de
1997. La concentracion espermatica (Ce), por el contrario, declind desde la
primavera de 1996 hasta el otofio y volvié a incrementarse hasta la
primavera siguiente. La motilidad individual progresiva (MIPF) se
mantuvo constante a lo largo de las tres primeras estaciones, se incremento
ligeramente en invierno, y registré sus valores minimos a la primavera
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Tabla 13. Caracteristicas del semen recogido en las distintas estaciones (medias + SD)

Estacién -  VE (ml).. | ‘CC (-A1.09/m1)n, MIPF (%) " NLE (-109) " NEME (Q10;)j |
Prﬁna\éeraéé o 0,89320,49?‘ i 4,08051,361? | 656i160b 3,622¢2,2835 .2,3894;.1,583"’
Verano 96 1,36+0,59° 3,351£0,927% 63,5+15,9" 4,686+2,435°  3,099+1,738°
Otofio 96 1,7540,77° 3,056+0,804 ° 65,4+13,7% 5,58343,176°  3,702+2,123%
Invierno 97 1,85+0,88 3,423+0,874° 68,1+12,1° 6,435£3,708° 4-,290&2,4423 «d
Primavera 97 2,01£1,25¢  3,503+0,978°  59,7+16,3"  6,934+4,423° 4,449+3,041°
Med_ia. | o 1',57-&‘0,89. | 3,447¢1,020    65,0£15,0 " 5,42&3,414 | 3,573&2,311 |

VE: volumen eyaculado. Ce: concentracién de espermatozoides en el eyaculado. MIPF: motilidad individual progresiva. NEE:
ntimero de espermatozoides pot eyaculado, NEME: niimero de espermatozoides moviles por eyaculado.

Diferentes letras en la misma columna indica diferencia significativa (p<0,05).
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Figura 8. Volumen eyaculado (VE) alo largo de la
experiencia, por estaciones (ml). Medias + SD.
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Figura 9. Concentracion espermatica (Ce) a lo largo de
la experiencia, por estaciones (-10°/ml). Medias + SD.
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Figura 10. Motilidad individual progresiva (MIPF) a
lo largo de la experiencia, por estaciones (%). Medias
+ SD.
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Figura 11. Numero de espermatozoides por eyaculado
(NEE) a lo largo de la experiencia, por estaciones
(-10%). Medias * SD.
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Figura 12. Namero de espermatozoides moviles por
eyaculado (NEME) a lo largo de la experiencia, por
estaciones (-10°). Medias + SD.
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Tabla 14. Caracteristicas del semen recogido durante los distintos meses.

Mes. VE Ce MIPF NEE NEME
(m)  (10°mi) (%) (-10%) (-10%
Abril 96 0,76° 4918¢ 6640  3,735%  2.447°
Mayo 96 0,85° 4,030°  6598% 3,506  2,261°
. Junie 96 L16®  3205%  63,78%  3,949®  2,692%
Julio 96 1,11 3538%° 6632  4213%  2.856%°
Agosto 96 L,46™  3456™ 67,41 5176%% 3,450
Septiembre 96 1,52 2,878  63,72%  4,496%™¢  2910%°
Octubre 96 1,740 3,134 6493% 57932k 3 743 b
Noviembre 96  1,65™¢  2,890*  66,22® 5,035%%% 3365%«
Dicienibre 96 2,07 3253%® 6599  6,785% 4,498
" Enero 97 1,81 3303 66467  6,001%% 30630
Febrero 97 1,92 3394%° 6554  6564°%F 4,191
Marzo 97 1,839 3762  7205°  6836% 48489
Abril 97 1,869  3,677™ 5406  6,965°  4,487%
Mayo 97 2,13¢  3224® 6234%  .6,839% 4226
Media 1,57 3,447 65,0 5,422 3,573
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VE: volumen eyaculado. Ce: concentracion de espermatozoides en el eyaculado. MIPK:
motilidad individual progresiva. NEE: ntmero de espermatozoides por eyaculado.
NEME: nimero de espermatozoides moviles por eyaculado.

Diferentes letras en la misma columna indica diferencia significativa (p<0,05).



Figura 13. Volumen eyaculado (VE) a lo largo de la experiencia, por
meses (ml). Medias + SD.
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Figura 14. Concentracion espermatica (Cc) a lo largo de la experiencia,
por meses (-10°spz/mt). Medias + SD.
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Figura 15. Motilidad individual progresiva (MIPF) a lo largo de 1a
experiencia, por meses (%). Medias + SD.
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Figura 16. Nimero de espermatozoides por eyaculado (NEE) a lo largo de
la experiencia, por meses (-10°). Medias + SD.
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Figura 17. Nimero de espermatozoides méviles por eyaculado (NEME) a .
lo largo de la experiencia, por meses (-10%). Medias + SD.

68 =
"}:‘ -
53 f
, - i v
. .
38 = - - //?\M/ —
? _ 2’” S~ S
23 ——— ?/ b Rl o e
g P :
: S A o
08 : ,
O O oD 5 O O £~ - Iy T~ b=
22 92 2 § 8§ & & 9 8 § a9 § §
i > fooe = o o o > ] [ £ & I~ =y
= < = & . = ' L 3

[
L

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



EH g Sl g o
N R S Ve Pt
ROBUNAO0s

Tabla 1S. Caracteristicas seminales de los machos empleados en la

experiencia.

Macho VE Ce MIPF NEE NEME
(ml) (-10°/mi) (%) (-10%) (-10%)
A 1,212 3,043 2 62,02 3,805 2 2,521°2
B 1,16° 3,342 63,8° 3,868 2,461°
Xe 2,21 % 3,489° 64,32 7810° 5,076 ¢
D 1,312 4,664 ¢ 66,6° 6,222° 4,051°
E 2,36° 3,974°¢ 64,6° 9,429 ¢ 6,1284

F 1,022 3,348 % 67,22 3,2352 2,246

G 1,96° 3,080 66,3 ° 5971° 4,025°

Media 1,57 3,447 65,0 5,422 3,573

VE: volumen eyaculado. Ce: concentracion de espermatozoides en el eyaculado. MIPF:
motilidad individual progresiva. NEE: nimero de espermatozoides por eyaculado.

NEME: nimero de espermatozoides méviles por eyaculado.

Diferentes letras en la misma columna indica diferencia significativa (p<0,05)
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signiente, coincidiendo con la estacion mas fria, segin se puede apreciar en
las Tabla3y 13,y Figura 10.

4.1.4. CORRELACIONES CON LOS FACTORES CLIMATICOS

4. 1. 4. 1. Correlaciones con las condiciones climaticas del dia de la
recogida

La concentraciéon espermética (Ce) se mostraba correlacionada
significativamente con todos los factores climaticos estudiados excepto la
humedad relativa (HR), con valores més altos frente a Ia temperatura
(Tmin, Tmax, Tmed, DT) que frente al fotoperiodo (FP) (Tabla 17 y
Fxguras 25 -31).

La produccién seminal, entendida como volumen eyaculado (VE),
nimero de espermatozoides por eyaculado (NEE) y ntmero de

espermatozoides moviles por eyaculado (NEME), sélo se correlacionaba

significativamente con el fotoperiodo, y en menor medida con la humedad
relativa (Tablas 16, 18, 19 y Figuras 18-24 y 32-45).

La motilidad individual progresiva (MIPF) no se mostré
significativamente correlacionada con ninguno de los factores climéticos
controlados (se ha prescindido de su tabla y figuras correspondientes).

4. 1. 4. 2. Correlacién con las condiciones climaticas medias de os 3, 10,
30, 45, 60, 75 0 90 dias preyios a.}a .r‘ecogida

Al considerar las condiciones climaticas medias de varios dias
previos a la recogida, el valor de las correlaciones aumentaba en general
conforme més dias eran tenidos en cuenta. Asi, por ejemplo, en la Tabla 16
y Figuras 18-21, puede apreciarse que el volumen eyaculado (VE) estaba
mas correlacmnado con la temperatura media de los 90 dias previos a la
recogida, que con la del dia de la recogida (0) o la de los 3, 10, 30, 45, 60 o
75 dias previos a la recogida. Esto se cumplia tanto para la’ temperatura
minima (Tmin, Figura 19), como para la maxima (Tmax, Figura 18), la
media (Tmed, Figura 20) o la diferencia diaria de temperatura (DT: Tmax-
Tmin, Figura 21). En el mismo sentido, la humedad relativa media de los
90 dias previos a la recogida fue mas determinante que la del dia de la
recogida o los 3, 10, 30, 45, 60 0 75 dias previos a la recogida (Figura 23),
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mientras que en cuanto al fotoperiodo, la correlacion fue maxima teniendo
en cuenta la duracion media del dia durante los 60 dias previos a la
recogida (Figura 22). En sintesis, podemos decir, teniendo en cuenta los
valores méaximos de correlacion frente a cada factor climético (sefialados
en negrita en la Tabla 16), que el volumen eyaculado se correlaciond mas
con la temperatura que con el fotoperiodo o la humedad relativa, v en
mayor medida, con la diferencia diaria de temperatura que con la
temperatura minima, maxima o media.

Los valores de correlacion observados entre la concentracidon
espermatica (Cc) y cada uno de los factores climaticos considerados, se
muestran en la Tabla 17 y Figuras 25-31, donde se puede apreciar, en el
mismo sentido, una mayor correlacién con la temperatura que con el
fotoperiodo o la humedad relativa (valores maximos resaltados en negrita),
pero siendo més determinante la temperatura minima registrada durante los
75 dias previos a la recogida que la diferencia diaria de temperatura
observada durante ese mismo periodo.

El nimero de espermatozoides por eyaculado (NEE) v el nimero de
espermatozoides moviles por eyaculado (NEME), en la misma linea que el
volumen eyaculado (VE), estuvieron mds correlacionados con la
temperatura y el fotoperiodo que con la humedad relativa. Los mayores
valores- de- correlacion se obtuvieron frente a la media de la diferencia
diaria de temperatura durante los 90 dias previos a la recogida, la
temperatura minima, media y méxima, en se orden; a continuacién, la
duracién media del dia durante ese mismo periodo de tiempo, v la media de
la humedad relativa durante los 30 dias previos a la recogida. En las Tablas
18 y 19 y Figuras 32-45 puede consultarse el valor de cada una de las
correlaciones, habiéndose resaltado en negrita las més altas con respecto a
cada factor climatico considerado.

La motilidad individual progresiva (MIPF), al igual que ocurriera
con las condiciones climiticas del mismo dia de la recogida, no se mostré
significativamente correlacionada con las condiciones climaticas medias de
varios dias previos a la recogida, por lo que se ha prescindico de su tabla.y
figuras asociadas correspondientes.

4. 1.5. CORRELACIONES CON LA EDAD DE LOS MACHOS
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Tabia 16. Correlaciones entre volumen eyaculado (VE) y las condiciones
climaticas del dia de la recogida (0) o Ia media de los 3, 10, 30, 45, 60, 75
y 90 dias previos a la recogida.

0 3 10 30 45 60 75 90

Tmin  0,0772 00847 0, 1026 0,1846 0,2461 0,2967 03357 03744_

ns e s R A

Tmax  0,0535 0,0694 0,0857 01549 02051 0.2548 0,2931] 10,3379

ns ns wE sk Hg B

Tmed 0,0692 0,0804 0,0977 0,1749 02304 0,2798 03181 03595?

ns ns - s o I

Dt -0,0246 -0,023 -0,0369 -0, 0985 -0,1787 -0 2633 -0, 3396 —G 3806

ns BS ns ks w% #oag
HR -0, 0957 -0, 1022 -0,1387 -0,1552 -0,153 -0,1518 -0,1548 -Q?_;@gj
sk H% e E3 skesk oo

FP -0,2251 -0,2276 -0,23533 -0,2512 -0,2575 ‘-0,2601‘—-0 2598 -0,2565

£ £ ek ok L2 &k stk ek

Tmin: temperatura minima. Tmax: temperatura maxima. Tmed: temperatura media.
dT: diferencia de temperatura a lo largo del dia (Tmax — Tmin). HR: humedad relativa.
FP: fotoperiodo. ns: no significativo. * p<0,05. ** p<0,01

a?i"}

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Resultados

Figuras 18-23. Correlaciones entre volumen eyaculado (VE) vy
temperaturas maéxima (@), minima (¢) y media {0), diferencia de
temperatura a io largo del dia (%), fotoperiodo @H v humedad relativa (@),
del mismo dia de la recogida (0), o la media de varios dias previos a la
recogida. La linea de puntos (-+) indica el limite de significacion (p=0,05).

Figura 18 Figura 19

0,40 - 0.40

Figura 21

S e '.\,_IL _______________________________

-0.20 ., . |

Figura 22 Figura 23
0,00 -

-0,10

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Dighal, 2004



[ N 14 1o
DOSLITAGS

Figura 24. Representacion conjunta de las correlaciones habidas entre VE
y las condiciones climaticas del mismo dia de la recogida (0), o las
condiciones climaticas medias de varios dias previos a la recogida, asi
como entre VE y edad de los machos en el momento de la recogida.

Correlacién entre VE v Tmax.
Correlacion entre VE v Tmin.

Correlacion entre VE v Tmed.

Correlacidn entre VE y dT.

Correlacion entre VE y FP.

Correlacion entre VE v HR.

Correlacion entre VE y edad de los machos
Limite de significacion (p=0,05)
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Tabia 17. Correlaciones entre concentracion espermatica (Cc) y las
condiciones climaticas del dia de la recogida (0) o Ia media de los 3, 10,
30, 45, 60, 75 y 90 dias previos a la recogida.

0 3 10 30 45 60 75 90

Tmin  -0,2691 -0,2771 -0,311 -0,3273 -0,3561 -0,3848 -0,3993 -0,3936

g e ek sk e & % oo

Tmax -0,1314 -0,174 -0,2319 -0,2587 -0,3073 -0,3555 -0,381 -0,3862

B sk B e LS sk &% ooE

Tmed -0,2103 -0,2349 -0,2818 -0,3023 -0,3384 -0,3746 -0,3934 -0,3921

kg Fok % g L2 F& & g

DT 0,1671 0,1679 0,1644 0208 0,2319 0,2647|0,2966 0,2934
sk dk B £ B ok B EE

HR 0,0227 -0,0357 0,0111 0,0107 0,0432 0,0582 0,0677350,07313

ns ns ns ns ns ns ns ns
FP 0,1069 0,1046 0,0966 00714 0,0479 0,0214 -0,0081 -0,0386
%% % * ns ns ns ns ns

Tmin: temperatura minima. Tmax: temperatura maxima. Tmed: temperatura media.
dT: diferencia de temperatura a lo largo del dia (Tmax — Tmin). HR: humedad relativa.
FP: fotoperiodo. ns: no significativo. * p<0,05. ** p<0,01
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Resultados

Figuras 25-30. Correlaciones entre concentracion espermatica (Cc) y
temperaturas maxima (M), minima (¢} y media (0), diferencia de
temperatura a o largo del dia (%), fotoperiodo (%) y humedad reiativa (@),
del mismo dia de la recogida (0), o la media de varios dias previos a la
recogida. La linea de puntos () indica el limite de significacion (p=0,05).
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Resultados

Figura 31. Representacion conjunta de las correlaciones habidas entre Cc
y las condiciones climéticas del mismo dia de la recogida (0), o las
condiciones climaticas medias de varios dias previos a la recogida, asi
como entre Cc y edad de los machos en el momento de la recogida.

0,50

Correlacidén entre Ce v Tmax.
Correlacion entre Ce y Tmin.
Correlacion entre Cc y Tmed.
Correlacidn entre Cc v dT.
Correlacion entre Cc y FP.
Correlacién entre Cc v HR.

T

O @ %+ O =

Correlacion entre Cc y edad de los machos
Limite de significacion (p=0,05)
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Tabla 18. Correlaciones entre nimero de espermatozoides por eyaculado
(NEE) y condiciones climaéticas del dia de la recogida (0) o la media de los
3, 10, 30, 45, 60, 75 y 90 dias previos a la recogida.

0 3 10 30 45 60 75 90

Tmin  -0,0112 -0,0044 -0,007 0,0579 0,099 0,1273 0,1556 0,1911

ns ns ns ns * i wE ** _v
Tmax  0,0191 0,0189 0,0125 0,0624 0,0859 0,1032 0,1255 06,1619

ns ns ns B ¥ * T
Tmed 0,005 0,0077 0,0027 0,0616 0,0943 0,1172 0,1427 0,1786

ns ns ns ns * ok *E *x

DT 0,0433 0,0406 0,0369 -0,0021 -0,0632 -0,1319 -0,1919/-0,2306

ns ns ns ns ns ek wE wk

HR  -0,0917 -0,1297 -0,1446 -0,1513)-0,1222 -0,103 -0,0952 -0,1014

% EE 3 EX Wk ek 2 5B %
Fp 0,15 -0,1528 -0,1619 -0,1835 -0,197 -0,2086 -0,2191 -0,2274
sk E2 L el ok sk Kk sk

Tmin: temperatura minima. Tmax: temperatura mixima. Tmed; temperatura media.
aT: diferencia de temperatura 2 lo largo del dia (Tmax — Tmin). HR: humedad relativa.
FP: fotoperiodo. as: no significativo. * p<0,05. ** p<0,01
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Resultados
Figuras 32-37. Correlaciones entre numero de espermatozoides por
eyaculado (NEE) y temperaturas méxima (W), minima (¢ ) y media (0),
diferencia de temperatura a lo largo del dia (#), fotoperiodo () vy humedad
relativa (@), del mismo dia de la recogida (0), o la media de varios dias
previos a la recogida. La linea de puntos () indica el limite de
significacion (p=0,05).
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Resultados

Figura 38. Representacion conjunta de las correlaciones habidas entre
NEE vy las condiciones climaticas del mismo dia de la recogida (0), o las
condiciones climaticas medias de varios dias previos a la recogida, asi
como entre NEE y edad de los machos en el momento de la recogida.

0,50
’ - A A— A A& A& A

0 3 10 30 45 60 75 90

" Correlacion entre NEE v Tmax.

* Correlacion entre NEE y Tmin.

(0] Correlacién entre NEE vy Tmed.

I Correlaciéon entre NEE v dT,

* Correlacidén entre NEE y FP.

& Correlacién entre NEE v HR,

M Correlaciéon entre NEE vy edad de los machos

Limite de significacion (p=0,05)
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Resultados

Tabla 19. Correlaciones entre nimero de espermatozoides moviles por
eyaculado (NEME) y las condiciones climéticas del dia de la recogida (0) o
la media de los 3, 10, 30, 45, 60, 75 v 90 dias previos a la recogida.

0 3 10 30 45 60 75 90

7

Tmin  -0,0065 0,0003 0,0035 0,0607 0,0974 0,1232 0, 1504 0 1844

ns ns ns ns * ok w
Tmax 0,0179 0,0227 0,0256 0,0734 0, 0933 0,1054 0,1219 0,1569
ns ns ns ns * wk wok
Tmed 0,0067 0,0122 0,015 0,0686 0, 0971 0,116 0,1382 0, 1727
ns ns ns ns ok ok ok
DT 0,0351 0,0392 0,0412 06,0141 -0,039 -0,1093 -0, 1815 -0,2'1.9
ns ns ns ns ns e w
HR -0,081 -0,133 -0,1538! -0 1741—0 1406 -0,1151 -0,1019 -0, }071
ns £ £33 ** Hk %k *

...................................

FP -0,1507 -0,1533 -0,1615 -0,181 -0,1933 -0,2045 -0,2151; -0 2235

sk o (o s ok bty B o

Tmin: temperatura minima. Tmax: temperatura maxima. Tmed: temperatura media.
dT: diferencia de temperatura a lo largo del dia (Tmax — Tmin). HR: humedad relativa.
FP: fotoperiodo. ns: no significativo. * p<0,05. ** p<0,01
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Resultados

Figuras 39-44. Correlaciones entre nimero de espermatozoides moviles
por eyaculado (NEME) y temperaturas méaxima (®), minima {e } y media
(O0), diferencia de temperatura a lo largo del dia (+), fotoperiodo (%) vy
humedad relativa (@), del mismo dia de la recogida (0), o la media de
varios dias previos a la recogida. La linea de puntos (-+) indica el limite de
significacion (p=0,05).
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Resultados

Figura 45. Representacion conjunta de las correlaciones habidas entre
NEME vy las condiciones climaticas del mismo dia de la recogida (0), o las
condiciones climaticas medias de varios dias previos a la recogida, asi
como entre NEME y edad de los machos en el momento de la recogida.

10 30 45 60 75 90
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Correlacion entre NEME y HR,
Correlacidn entre NEME y edad de los machos
Limite de significacion (p=0,05)

O @ ¥+ Oe 1
)
o)
38 8
5 ®
2
=)
=]
D
=
a
2
<
<
oW
—

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Resultados

El volumen eyaculado (VE), el numero de espermatozoides por
eyaculado (NEE) y el nimero de espermatozoides méviles por eyaculado
(NEME), estuvieron mas correlacionados con la edad de los machos en el
momento de la recogida que con cualquiera de los factores climaticos
considerados anteriormente (0,40, 0,45 v 0,42 respectivamente, p<0,01),
mientras que la concentracién espermatica (Cc) lo estuvo en menor grado
(0,09, p<0,05). En las Figuras 24, 38 y 45 puede apreciarse que Ia
produccion seminal se correlacioné mds con la edad de los machos que con
cualquiera de los factores climdticos estudiados, no siendo asi en el caso de
la concentracién espermatica (Figura 31).

4.2. RESULTADOS OBTENIDOS EN EL SEMEN
CONGELADO-DESCONGELADO

4.2.1. ANALISIS DE VARIANZA

El analisis de varianza reveld un efecto significativo del factor
mndividual (M, p<0,01) y del método de congelacion (Mt, p<0,01) sobre
todos los pardametros estudiados en el semen descongelado (MIPD, PEV y
PEAN). Un efecto significativo de la estacion o época de recogida (E)
‘solamente fue observado en el caso del porcentaje de espermatozoides
vivos (PEV, p<0,05) y con acrosoma normal (PEAN, p<0,01). El tiempo
transcurrido desde la congelacién hasta la descongelacion (tC: 2-3 dias, 2
meses y 6 meses) sélo tuvo efecto significativo sobre el porcentaje de
acrosomas normales (p<0,05). Los resultados obtenidos en semen
descongelado se muestran en las Tablas 20-28, distribuidos segin el macho
(M), el método de congelacion (Mt), la estacioén o época de recogida (E) y
el tiempo de conservacion (tC).

Se detectd interaccién macho-estacion (M-E, p<0,05), macho-
m¢todo de congelacion (M-Mt, p<0,01) método-estacion (Mt-E; p<0,01), y
macho-método-estacion (M-Mt-E, p<0,025) para todas las caracterfsticas
del semen descongelado. Sin embargo, pese a estas diferencias, en todos
los machos se observé un‘ efecto beneficioso del “lavado” ante
concentraciones medias o bajas de yema de huevo en el diluyente, mientras
que ante concentraciones del 12% la respuesta fue mas individualizada,
habiendo machos en los que-el semen “lavado” mostraba mejor calidad, y
otros en los que no. En cuanto a la proporcion de yema en el diluyente a
base de Tris, s6lo uno de ellos mostré mejores resultados al emplear un 6%
en lugar de-un 12%, aunque la diferencia-en ese caso no fue significativa;
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el resto de los machos mostré mejor calidad seminal conforme aumentaba

la proporcion de yema en el diluyente (TX-12 vs TX-6 o TX-1.5). Tablas
20-28.

4.2.2. DIFERENCIAS ENTRE METODOS DE CONGELACION (M)
4. 2. 2. 1. Efecto del “lavado”

Seglin se puede observar en las tablas 20-28, la calidad del semen
“lavado” y diluido en Tris con un 1,5% de yema (TL-1.5) fue superior a la
del semen integro diluido en el mismo diluyente (TX-1.5). A medida que la
concentracién de yema en el diluyente se incrementaba, las diferencias
entre el semen “lavado” y el no “lavado” antes de la dilucién se reducian,
de modo que en el semen diluido en Tris con un 12% de yema (TL-12'y
TX-12), la diferencia ya no era significativa, o incluso se invertia a favor
del semen no “lavado” (TX-12) para el porcentaje de espermatozoides
vivos (PEV) y el porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal
(PEAN). En las Tablas 20-22 se aprecia que durante el tercer periodo de
congelaciones (invierno), el “lavado” con Tris antes de la dilucién sélo
reportd ventajas cuando el diluyente utilizado contenia tan solo un 1,5% de
yema; cuando la concentracion de yema aumentaba, las diferencias se
mvertian a favor del semen integro. Por otro lado, mientras que con el resto
de las técnicas empleadas se observé una mejora general de la calidad del
semen congelado-descongelado, al “lavar” con Tris antes de la dilucién
(TL-1,5, TL-6 y TL-12) se apreciaba una considerable pérdida de calidad
en el semen congelado-descongelado con respecto a las dos épocas
anteriores (Tablas 20-22).

4.2.2. 2. Efecto de la proporcion de yema de huevo en el diluyente

La calidad del semen “lavado” o no “lavado” y diluido en Tris,
mejoraba claramente conforme se incrementaba la proporcién de yema en
el diluyente, en todas las épocas (Tablas 20-22) y todos los machos en
general (Tablas 26-28).

4.2.2. 3. Efecto del diluyente

Comparando los dos diluyentes empleados (Tris y Leche desnatada),
observamos que la calidad del semen “lavado” y diluido en leche desnatada
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(LL) superaba a la del semen “lavado” o no “lavado™ diluido en Tris con
un 1,5% de yema de huevo (TL-1.5 y TX-1.5), pero no la del diluido en
Tris con un 12% de yema (TL-12 y TX-12) (Tablas 20-28).
Concretamente, la calidad del semen “lavado” y diluido en leche desnatada
s¢ mantenia entre la del semen diluido directamente en Tris con un 6% de
yema (TX-6) y la del diluido en el mismo diluyente pero recurriendo antes
al “lavado” de los espermatozoides (TL-6). No obstante, los valores
obtenidos al “lavar” y diluir el semen en leche (LL) mejoraron durante el
tercer periodo de congelaciones, con lo que ya fueron comparables a los
obtenidos al diluir el semen en Tris con un 12% de yema, con o sin
“lavado” previo (TL-12 y TX-12).

4.2.3. EFECTO DE LA ESTACION O EPOCA DE RECOGIDA (E)

Aunque el efecto de la época o estacion de recogida fue
significativo, la diferente evolucion de los distintos métodos de
congelacion a lo largo de los tres periodos (primavera-verano, verano-
otofio ¢ invierno) evité que la diferencia global entre las tres medias se
hiciera significativa para el porcentaje de espermatozoides moviles (MIPD)
(Tabla 20) y el de vivos (PEV) (Tabla 21), pero si para el porcentaje de
espermatozoides con acrosoma normal (PEAN) (Tabla 22). Sin embargo,
dentro de método de congelacion si que se observé diferencia significativa
entre periodos de congelacion, sobre todo en el porcentaje de
espermatozoides con acrosoma normal, pero también para motilidad
individual progresiva y porcentaje de espermatozoides vivos. En general,
durante el tercer periodo de congelaciones (invierno) mejoré la calidad del
semen congelado-descongelado (Tablas 20-22), correspondiéndose con la
mayor motilidad registrada en el semen fresco durante esta época (Tabla
13). Asi, mientras que durante los dos primeros periodos (primavera-
verano y verano-otofio) la calidad del semen “lavado” y diluido en Tris
superd a Ia del no “lavado” (TL-1.5, TL-6 y TL-12 vs TX-1.5, TX-6 y TX-
12), durante el tercero (invierno), el semen “lavado” y diluido en Tris
experimenté una pérdida considerable de calidad con respecto a los dos
periodos anteriores, que supuso que el “lavado” solo fuera recomendable
cuando la concentracién de yema en el diluyente a base de Tris fuera del
orden del 1,5%. Contrariamente a lo observado en el semen “lavado” y
diluido en Tris, la calidad del semen “lavado” y diluido en leche desnatada
mejor6 considerablemente durante el tercer periodo de congelaciones.
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4.2.4. EFECTO DEL TIEMPO DE CONSERVACION (tC)

La conservacion del semen en nitrégeno liquido a lo largo de 6
meses, en general trajo consigo una ligera disminucién de la calidad del
semen descongelado a los dos meses, calidad que se recuperaria
parcialmente una vez pasados los 6 meses (Tablas 23-25). Sin embargo,
esta apreciacién sélo fue siganificativa en el caso del porcentaje de
acrosomas normales (Tabla 25).
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Tabla 20. Motilidad Individual Progresiva media, por métodos y épocas de

3 J PN, PN S
Hesultados

congelacion

Método Epoca 1 Epoca 2 Epoca 3 Media
LL 1431%°1  1591%%!  2256%°'  17,53%°
TL-1.5 10,91% ™' 14,87%>! 894%™  11,37%?
TX-1.5 5,77%*! 4,74%*! 5,32%*! 5,26%*
TL-6 22,70%°"  2235%'  12,30%™!  19.35%°
TX-6 9,74%®' 977%™  1435%%!  11.05%°
TL-12 26,47%°1  30,14%%'  20,06% %! 25.71%°
TX-12 24,75%°"  22,06% ' 2397%°!  23,63%°¢
Media 15,54% ' 16,91% 16,80%" 16,38%

Diferentes letras en la misma columna o niimeros en la misma fila indica diferencia

significativa (p<0,05)
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Tabla 21. Porcentaje medio de espermatozoides Vivos por métodos y
épocas de congelacién

Meétodo Epoca 1 Epoca 2 Epoca 3 Media

LL 13,79%®"  15,80% %!  2564%%?  1832%°
TL-1.5 12,20% *2 11,60% **2 6,86%°! 10,20%°
TX-1.5 6,73% ! 4,81% 2! 6,08% ! 5,85%*
TL-6 23,73%%%  2430%™2  1026% %! 19,75%"
TX-6 12,52% 2! 11,17%?* 19,36% %2 14,10%"°
TL-12 2536%°*  30,44%°? 14,45%%®1  23.68%°
TX-12 30,03%°'  28,03%°!  31,55%9!  20.87%¢
Media 16,63% 17,60% ! 18,23% 1 17,45%

Diferentes letras en la misma columna o niimeros en la misma fila indica diferencia

significativa (p<0,05)

25

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



[ PN S
PESLHYAS0S

Tabla 22. Porcentaje medio de espermatozoides con acrosoma normal, por
metodos y épocas de congelacién

Método Epoca 1 Epoca 2 Epoca 3 Media

LL 39,46% °1 35,30% %! 4598%°2  40,23% %
TL-1.5 30,77% ! 34,13%™!  32,28% %'  32,25%"™
TX-1.5 19,06% 2! 17,75%*1  23,50%%%*  20,13%°
TL-6 35,67% 2 35,70% %% 26,63%%®!  32,87%"°
TX-6 25,36% 1 31,13%°  35.03%°2  29.57%"
TL-12 36,56% ™2 37,69%%%  2873%%®!  34,49%"
TX-12 42.55%°! 44.39%°12 52 949 °2 46,51%°
Media 33,76% ! 33,95% 2 37.39%2 34,99%

Diferentes letras en la misma columna o niimeros en la misma fila indica diferencia

significativa (p<0,05)
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Kesultados

Tabla 23. Motilidad Individual Progresiva media tras la Descongelacion
por métodos de congelacion y tiempos de conservacion

Método 2 dias 2 meses 6 meses Media
LL 18,13% ! 16,73% ™!  17,72%*'  1753%°
TL-1.5 11,56% 1 9,99%®!  1256% ™!  11,37%"°
TX-1.5 5,52% 2! 4.96%°! 5,30%2! 5,26%*"
TL-6 20,83% 1 17.41% ™' 19.81%°®!  1935%°
TX-6 1,13% %Y 11,00%®!  11,01%®! 11,05%°
TL-12 27,00%1  2379%°'  26,36%°! 25.71%4
TX-12 24.65% < 23.81%°!  22.43%%! 23.63% ¢
Media 17,04% ! 15,54%* 16,56%* 16,38%

Diferentes letras en la misma columna o niimeros en la misma fila indica diferencia

significativa (p<0,05)
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Tabla 24. Porcentaje medio de espermatozoides Vivos tras la

ASSUTatos

Descongelacion por métodos de congelacion y tiempos de conservacion

Método 2 dias 2 meses 6 meses Media

LL 19,08% "' 17.01%™!  18.86% ! 18,32% *
TL-1.5 10,179% 1 9,37%%®!  11,06% ! 10,20%
TX-1.5 5,71%21 5,54% 2! 6,29% ! 5,85%*°
TL-6 20,76% "¢ 18,34% %'  20,14% ! 19,75%°
TX-6 13,00% ! 13,77% %! 1554% %! 14,10%"°
TL-12 23,49% %1 2289%%!  24.66% %! 23.68%
TX-12 28,94% 41 2835%¢!  32,32%1! 29.87% ¢
Media 17,51% ! 16,47% 18.38% 1 17,45%

Diferentes letras en la misma columna o mameros en la misma fila indica diferencia
significativa (p<0,05)
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Tabla 23. Porcentaje medio de espermatozoides con acrosoma normal, por
meétodos de congelacion y tiempos de conservacion

Método 2 dias 2 meses 6 meses Media

LL 42,19% %% 3828% ™!  4022%>'?  40,23%%
TL-1.5 34,46% ! 31,71%®'  30,57% ! 32.25% %
TX-1.5 21,51%*1  20,34%%?! 18,54% ! 20,13%?
TL-6 35,69% ™% 30,41%®!  32,520%°1 32,87%"
TX-6 30,72% 1 2832% P! 2967%®! 29.57%"°
TL-12 35,74% %% 31,63% P! 36,09%°> 34,49% %
TX-12 44.76%°"  46,08%°'  48,68%°! 46,51%4
Media 36,39% 33,55% 35,01% 2 34,99%

Diferentes letras en la misma columna o niimeros en la misma fila indica diferencia
significativa (p<0,05)
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Tabla 26. Motilidad Individual Progresiva media tras la Descongelacion por machos

, Macho

Método A B C N D | E F G

LL 17,46%  20,85%™  1569%™  22,90%%  1591%%°  14.56%°  14,22%%®
TL-1.5 14,03% ™ 13,46%®  10,53%™  10,64%®  11.87%™  10,5%°  10,75%®
TX-1.5 5,15%"° 8,42%" 3,31%" 3,61%" 5,5%"° 6,79%* 5,94%°
TL-6 21,07%%  21L,67%®  17,03%"  17,19%%  19,56%%  31,67%°  1825%®
TX-6 12,32%®  1742%®  12,33%%  12,08%®  10,13%™  8,69%"  12,67%®
TL-12 29,72%¢  29,58%°  26,19%°  2597%%  26,03%°  2025%%  21.67%"
TX-12 2L11%* 27,17%°  23,17%%  3131%¢  19.64%™  22.83%%  16,17%
Media '17,05%"2' i9,§5%2 | 15;37%‘2 | .18,;7.9%'12 15,56%12 | 14,93%12 '13,'86%1.

Diferentes letras en la misma columna o nimeros en la misma fila indica diferencia significativa (p<0,05)
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Tabla 27. Porcentaje medio de espermatozoides Vivos tras la Descongelacién por machos

| | _Mac_hd |

Meétodo A B C D E F G

LL 16,79%%  22,58%°  1425%™  2326%™  19,74%™  1536%%  15,94%°
TL-1.5 11,78%° 12,75%%  11,61%™®  10,83%®  9,49%® 7.78 %™ 10,17%*°
TX-1.5 6,82%"° 11,83%"° 2.94%° 5,89%° 3,94%*° 6,27%" 6,33%"°
TL-6 16,73%™  28,56%°  18,61%"  18,28%™  21,22%"  3500%° 9,83%°
TX-6 17,86%"  19,91%°  1883%™  1472%™  14,11%™  13,58%%®  11,67%"
TL-12 26,50%°  29,33%°  29,06%°  27,00%°  21,22%"™  1500%%°  14,33%°
TX-12 23,83%°  28.83%° 33,43%° 41,89%"¢ 28,35%°  28.87%™  22,50%°
Media 17.89%2  2338%°  17,74%%  2174%  18,15%" 17,04%  13,33%'

Diferentes letras en la misma columna o nimetos en la misma fila indica diferencia significativa (p<0,05)
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Tabla 28. Porcentaje medio de espermatozoides con acrosoma normal, por machos

Macho

Método A B C _'D:' E 'F_' G

LL 32,85%™  43,13%"  4941%¢  42,13%™  39.46%™  3877%"  2844%"
TL-1.5 32,67%™  3558%°  32,17%%  32,44%°  39,78%™  30,44%%  36,33%°
TX-1.5 17,17%°  35,67%°  12,44%°  14,94%°  2467%°  13,17%°  31,33%°
TL-6 31,93%™  37,67%°  2583%%  31,22%™  43,06%%  32,67%%  23,67%°
TX-6 36,95%™  36,16%"  31,67%%  33,09%%  31,28%%  33,67%%  28,00%°
TL-12 36,22%°  4933%"  30,83%™  37,50%°  3556%"°  2467%%®  3517%®
TX-12 41,09%°  4733%°  41,07%*  54,00%°  48,94%°  4993%°  3633%°
Media A% 4394%  3710%°  3800%7  3042%7  3636%%  30,87%

Diferentes letras en la misma columna o niimeros en la misma fila indica diferencia significativa (p<0,05)

©
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Discusion

5.1. SEMEN FRESCO

5.1.1. CARACTERISTICAS SEMINALES

El volumen eyaculado medio registrado durante la experiencia se
corresponde con uno de los més altos encontrados en la bibliografia,
rondando los citados por Lima et al. (1994) en Saanen. Lo mismo puede
decirse del numero de espermatozoides por eyaculado (Delgadilio et al.,
1993 en Saanen y Alpina; Lima et al., 1994 en Saanen y Anglonubiana) y el ntimero
de espermatozoides méviles por eyaculado (Roca et al., 1992a en Murciano-
Granadina; Lima et al., 1994 en Saanen y Anglonubiana).

La concentracién espermdtica es comparable con la encontrada en
razas como la West African Dwarf (Mann, 1981), la Murciano-Granadina
(Roca et al., 1992a), la Malabari (Patil y Raja, 1978), la Jamnapari (Sinha et al.,
1981) o la Zaraibi (lbrahim y Yousri, 1992). La motilidad individual progresiva
rondaba valores cercanos a los citados en Moxoto (Feliciano-Silva et al., 1992),
0 Malabari (Paiil y Raja, 1978).

5.1.2. VARIACION INDIVIDUAL

El significativo efecto del animal encontrado en el anédlisis de
varianza pone en evidencia la variabilidad que podemos encontrar en los
parametros seminales de nuestros machos, concordando con lo obtenido en
otras experiencias de produccion seminal (Chemineau, 1986b; Roca et al,
1992z, 1992b; Pérez y Mateos, 1996, 1997). Pérez y Mateos (1996, 1997), como en
nuestro caso, detectaron mayor diferencia entre machos para produccion
seminal que para motilidad, y Saxena y Tripathi (1980), en la misma linea,
encontraron también diferencias en cuanto al niimero de espermatozoides
por eyaculado, pero no en cuanto a motilidad. Mohan et al. (1980), sin
embargo, enconfraron diferencia entre machos en cuanto a volumen,
concentracion, niimero de espermatozoides por eyaculado y porcentaje de
motilidad.

Es importante sefialar también la interaccion macho-estacion
encontrada, de acuerdo con lo obtenido en otras experiencias sobre machos
cabrio (Roca et al,, 1992a), y poniendo de manifiesto la distinta evolucién que
a lo largo del afio puede observarse en los diferentes machos.
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Dada la gran variabilidad individual que podemos encontrar en las
caracteristicas seminales del macho cabrio de la A.C.C. (variedad
Majorera) asi como la interaccion macho-estacion puesta de manifiesto, la
seleccion de los machos en base a sus caracteres reproductivos podria
conducir a una considerable mejora en la fertilidad de los rebafios, idea
también compartida por Chemineau (1986b), Roca et al. (1992a) o Pérez y
Mateos (1996, 1997) entre otros.

5.1.3. EVOLUCION A LO LARGO DEL ANO

El hecho de haber podido prolongar las recogidas seminales a lo
largo de todo el periodo experimental, confirma la posibilidad de poder
utitizar el macho de la variedad Majorera de la Agrupacion Caprina
Canaria para la reproduccién durante todo el afio, al igual que ocurre en
otras razas de clima tropical-subtropical como la Jamnapari (Sinha et al,
1981), la West African Dwarf (Mann, 1981), la Beetal (Mittal, 1987b), Ia
Marwari (Mittal, 1987b), la Moxoto (Felicianc-Silva et al., 1992}, o la Murciano-
‘Granadina {Roca et al., 1992a, 1992b). No obstante, se ha detectado variacién
significativa de la concentracion (Cc) a lo largo del afio (Tabla 13),
sugiriendo cierto patron estacional con valores minimos en otofio y
maxunos en prunavera, tal y como ocurre tanto en razas de marcada
estacionalidad como en otras menos estacionales, donde la liegada de ia
época reproductiva (generalmente otofio) se caracteriza por aumentos en el
volumen eyaculado y produccién seminal, asf como disminuciones en la
concentracion (Loubser y Van Niekerk, 1983 en Angora; Ahmad v Noakes, 1996 en
cabras Britanicas; Pérez y Mateos, 1996, 1997 en Verata y Malaguefia; Karatzas et al,,
1997 en Alpina, Saanen y Damascus).

Se detectaron también diferencias significativas entre las diferentes
estaciones para VE, NEE y NEME, aunque por la evolucién observada en
ellos no podrian atribuirse al efecto estacional propiamente dicho, ya que
~ generalmente estos parametros seminales fueron aumentando de forma
continuada a lo largo de toda la experiencia desde la primavera de 1996 a
la de 1997, obedeciendo quizéd a la propia maduraciéon sexual de los
machos o0 a la ganancia de peso con la edad (Sinha et ., 1981; Summermatter y
Fuschini, 1995). Tampoco Pérez v Mateos (1926, 1997), en Malaguefia (37°N),
encontraron que €l volumen eyaculado o el nimero de espermatozoides por
eyaculado estuvieran influenciados por el fotoperfodo, pero si la
concentracién. Estos resultados observados tanto en nuestro caso como en
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el de la Malaguefia entre otros, nos hacen pensar que en realidad el
parametro que estd sujeto a variacion estacional no es la produccion de
espermatozoides, sino la de plasma seminal ( el otro factor del que depende
la concentracion). Y tal vez esa estacionalidad en 1a produccion de plasma
seminal esté relacionada con las variaciones en la calidad, también
estacionales, observadas tanto en semen fresco como en congelado-
descongelado, en virtud de la presencia de EYCE (lritani et al., 1964; Cortes!,
1980; Ritar y Salamon, 1991; Tuli y Holtz, 1995).

La motilidad (MIPF) registrd valores méximos en invierno y
minimos durante la primavera de 1997, valores minimos que no se
observaron durante la primavera de 1996. La tinica diferencia apreciable en
cuanto a las condiciones climdticas de una y otra primavera para dar
explicacion a esta distinta evolucidn observada en la motilidad, radica en
ias bajas temperaturas registradas durante ia primavera de 1997, inferiores
incluso a las del invierno; por lo que tal vez fuera ésta la razén del
significativo descenso observado en la motilidad. Como en nuestro caso,
Roca et al (1992a, 1992b) en Murciano-Granadina o Skalet et al. (1988) en
Nubiana, obtenian valores minimos de motilidad y maximos de
morfoanomalias y acrosomias durante la estacién més fria. Otros como
Ibrahim y Yousri (1992) en Zaraibi obtuvieron valores maximos de
motilidad durante esta época, pero atribuidos en este caso concreto al
mayor aporte de forraje verde proporcionado a los animales.

Con el ejemplo de la distinta evolucién observada en la motilidad a
lo largo de dos primaveras diferentes, queda constancia de la importancia
de controlar las condiciones climéticas de la region donde tengan lugar las
recogidas mientras se prolonguen las experiencias de valoracion seminal,
sobre todo en especies como el caprino o el ovino donde la dependencia de
factores ambientales es evidente. La fecha de recogida, por si sola, no seria
por tanto una referencia completamente fiable para definir las épocas de
mayor o menor produccion o calidad seminal en estos animales, teniendo
en cuenta las diferencias que podrian existir entre unos y otros afios, al
menos en climas donde las diferencias climaticas entre las distintas
estaciones 1o son tan evidentes, como es el caso de Canarias.

Hemos admitido que los valores minimos observados en motilidad
durante la primavera de 1997 podrian deberse a las bajas temperaturas
registradas durante esta época considerando lo ocurrido en casos similares
(Roca et al., 1992a, 1992b; Skalet et al., 1988). Sin embargo habria que
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levar a cabo un estudio méas amplio para atribuir estas variaciones al efecto
de la estacion o al clima, ya que el estudio de las correlaciones no revelé
asociacion significativa alguna de la motilidad con ninguno de los factores
climaticos estudiados, por lo que el descenso sufrido por la motilidad al
final de la experiencia bien podria deberse perfectamente a otros factores
no controlados en el estudio.

5.1.4. RELACION CON LOS FACTORES CLIMATICOS

Los valeres de correlacion fueron en general bajos, comparados con
los observados en razas como la Boer (Greyling y Grobbelaar, 1983) o la
Murciano-Granadina (Roca, 1989); lo cual podria atribuirse a la poca
dependencia del factor estacién que podria tener esta raza, o bien a que en
ningln caso las condiciones climéticas locales a las que esta expuesta no
Ilegan a ser ni mucho menos extremas.

Por otro lado, generalmente, los valores de correlacion fueron
mayores cuando se tenia en cuenta las condiciones climaticas medias de
varios dias antes de la recogida que cuando solo se atendia a las
condiciones climaticas del mismo dia de la recogida. Esto parece logico
dada la duracion de la espermatogénesis, aunque muy pocas veces se ha
tenido en cuenta a la hora de hallar este tipo de correlaciones, reduciéndose
lo encontrado, al carnero (Bruckner y Bauer, 1672). Efecto a largo plazo de 1a
temperatura sobre la calidad seminal y la fertilidad si se ha demostrado
(Yokoki y Ogasa, 1977; Kishore y Rao, 1983), pero casi siempre refiriéndose a
temperaturas extremas y bajo condiciones experimentales.

En base a las correlaciones obtenidas (Tablas 16-19, valores
resaltados en negrita), podria decirse que en nuestras condiciones, la mayor
produccion seminal y la menor concentracion podriamos obteneria tras 75-
90 dias de temperaturas moderadamente altas con pocas oscilaciones a lo
largo del dia, 30-90 dias de humedad relativa baja, y 1-90 dias cortos. En el
caso de Canarias, Ia accion de los alisios y la proximidad del océano evitan
las altas temperaturas frecuentes en latitudes similares durante el verano,
por lo que éstas se dejan sentir algo mds tarde y no de forma tan intensa,
sin llegar por tanto a afectar de forma seria la calidad del semen, como se
ha comprobado en otras condiciones (Yokoki y Ogasa, 1977, Corteel, 1981;
Kishore y Rao, 1983; Casu et al, 1991; Patil y Kaikini, 1992). En base a los
resultados obtenidos bajo nuestras condiciones, podria entenderse que Ias
altas temperaturas se corresponderian con un aumento en la produccion
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seminal que se haria efectiva meses mas tarde. De este modo, la mayor
produccion y calidad seminal podriamos obtenerla a finales del otofio o
principios del invierno, cuando se dan las condiciones idoneas comentadas
anteriormente (Tabla 3). Quiza serfa conveniente segin estos resultados y a
falta de mas estudios que corroboren este hecho, procurar una temperatura
minima medianamente aita en los corrales durante los meses frios, para
asegurar un comportamiento Optimo de los sementales a largo plazo
durante todo el afio.

Greyling y Grobbelaar (1983) encontraron correlacion no
significativa entre porcentaje de espermatozoides anormales y duracion del
dia de la recogida (0,65), asi como entre porcentaje de espermatozoides
anormales y temperatura (0,61). Roca (1989) encontré también que el
diametro testicular, la motilidad, el porcentaje de morfoanomalias y el de
acrosomas dafiados se correlacionaban significativamente con la
temperatura (0.79, 0.62, 0.47 y 0.53 respectivamente), pero no el volumen
eyaculado, ¢l cual si se correlaciond con la humedad relativa (0,44). Esto
concuerda en parte con los resultados obtenidos en nuestra experiencia, ya
que ¢l volumen eyaculade tampoco se correlacioné significativamente con
la temperatura del mismo dia de la recogida y si, aunque de forma muy
leve, con Ia humedad relativa. Sin embargo, al considerar la temperatura
media de varios dias previos a la recogida, se observé que ésta si se
correlacionaba positivamente con el volumen eyaculado, y més que con la
humedad relativa. La importancia de factores como la temperatura o la
humedad relativa ha sido confirmada en la bibliografia (Corteel, 1981; Casu et
al, 1991; Chemineau, 1993), més atn cuando la accién Gnica del fotoperiodo
es mncapaz de explicar el patrén reproductivo estacional en razas de clima
templado desplazadas de su entorno natural (Chemineau, 1992), o en el caso
de razas con localizacion en areas geograficas donde no existe una marcada
variacion fotoperiodica a lo largoe del aflo.

Roca (1989) encontrd la comcentracibn espermatica mas
correlacionada con ¢l fotoperiodo que con la temperatura o la humedad
relativa. En nuestra experiencia, los valores de correlacién con la humedad
relativa fueron también pequefios, pero sin embargo la concentracién se
correlaciond mds con la temperatura que con la duracion del dia, tal vez
debido a que la diferencia fotoperiodica a lo largo del afio en nuestra latitud
(3,5 horas a 28° N)) es menor que la registrada a 37° N (5,5 horas). Esta y
otras diferencias climdticas evidentes entre una y otra localizacién
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geografica, pueden explicar, junto con diferencias raciales, las
discrepancias encontradas entre uno y otro caso.

En esta experiencia no se encontrd la motilidad significativamente
correlacionada con ninguno de los factores climaticos estudiados,
manteniéndose a niveles muy constantes a lo largo de toda la experiencia,
apenas disminuyendo al final de ésta.

5.1.5. RELACION CON LA EDAD

La produccion seminal (VE, NEE y NEME) estuvo més
correlacionada con la edad de los machos que con cualquiera de los
factores ciimaticos estudiados, ya fuera temperatura (méaxima, minima,
media o diferencia de temperatura a lo largo del dia), humedad relativa, o
fotoperiodo. A esta causa atribuimos el aumento continuado de la
produccion seminal a lo largo de toda la experiencia desde la primavera de
1996 a la de 1997, sin ninglin patrén estacional definido. Quizé el empleo
de machos algo méas maduros o experiencias mas largas puedan evidenciar
alglin patrén estacional en este caso.

La concentracion espermética (Ce), por el contrario, estavo menos
correlacionada con la edad que con factores como la temperatura o el
fotoperiodo, a lo que atribuimos el que si mostrara variaciones estacionales
a lo largo de la experiencia, con valores minimos en otofio y méximos en
primavera.

Autores como Corteel (1981), Sinha et al. (1981) o Summermatter y
Fuschini (19985), también han apreciado variaciones en las caracteristicas
seminales de los machos con la edad, especialmente en lo que concierne a
la produccion seminal, aumentando generalmente conforme se
incrementaba la edad de los machos.

5.2. SEMEN CONGELADO-DESCONGELADO

5.2.1. VARIACION INDIVIDUAL

Al igual que ocurriera con el semen fresco, la diferencia significativa
encontrada entre machos o las interacciones macho-estacién y en este caso
también macho-método, ponen de relieve la variabilidad individual que
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podemos encontrar entre nuestros animales, por lo que la seleccion de éstos
podria conducir no s6lo a una mejora de la calidad del semen congelado-
descongelado, sino también a una mayor constancia a lo largo del afio. La
interaccién macho-métodoe de congelacion, sin embargo, obliga a valorar
individualmente cada macho para cada uno de los métodos de congelacion,
pudiendo un método representar importantes mejoras de la calidad del
semen congelado-descongelado en un macho, pero no en otros. Diferencias
entre machos, interacciones macho-época de recogida o interacciones
macho-método de congelacion también han sido citadas en la bibliografia
en cuanto a la calidad del semen congelado-descongelado (Ritar y Salamon,
1982, 1991), aunque otras veces no se han detectado (Tuli y Holtz, 1995) o se ha
optado por la mezcla de eyaculados para simplificar el proceso de
congelacién, por lo que no ha podido determinarse (Memon et al, 1985;
Dunner y Vazquez, 1991; Pintado et al,, 1991b, 1992; Dunner, 1993; Ritar y Ball, 1993).
La posibilidad de que exista una marcada diferencia entre la caiidad del
semen de los distintos machos utilizados para la experiencia asi como una
importante interaccion macho-método de congelacion, nos obliga a
replantear la mezcla de eyaculados, ya que entonces no se detectarian estas
importantes diferencias, o incluso podriamos estar extendiendo el éxito de
una técnica de congelacion al conjunto de los machos, cuando en realidad
podria darse el caso de que no fuera tan exitosa para algunos de ellos, y
acaben éstos por ser calificados como no aptos para la congelacién de su
semen.

En resumen, como dijéramos también para el semen fresco, es
importante tener en cuenta la gran variabilidad que podemos encontrar
entre nuestros machos en cuanto a la calidad del semen congelado-
descongelado, su evolucidon a lo largo del afio y el empleo de diferentes
técnicas de congelacion, para ir mejorando los resultados tras la
mseminacion artificial.

5.2.2. DIFERENCIAS ENTRE LOS DISTINTOS METODOS DE
CONGELACION

5.2. 2. 1. Efecto del “lavado”™

En la experiencia llevada a cabo durante tres épocas distintas a lo
largo del afio, se ha podido comprobar en general un efecto beneficioso del
“lavado” sobre la calidad del semen a la descongelacion, pero dependiendo
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dicho efecto de la proporcién de yema contenida en el diluyente v de la
€poca del afio (Tablas 20-28):

A medida que la concentracién de yema en el diluyente aumentaba,
la diferencia disminufa con respecto a la calidad del semen no “lavado”, no
haciéndose significativa la diferencia o invirtiéndose ésta entre el semen
“lavado” y el no “lavado” cuando la proporcion de yema contenida en el
diluyente pasaba a ser del 12% (TL-1.5, TL-6 y TL-12 vs TX-1.5, TX-6 y
TX-12). La mala congelabilidad del semen caprino ha sido atribuida
muchas veces a la interaccién entre enzimas del plasma seminal y la yema
de huevo del diluyente (Roy, 1957; lritani et al., 1961, 1964; Iritani y Nishikawa,
1963, 1964, 1972; Ritar y Salamon, 1982; Memon et al., 1985), pero segin esto,
cuanta mas yema de huevo contuviera el diluyente, mayor seria la
necesidad de eliminar el plasma seminal por “lavado” para evitar dicha
interaccién. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que Ia
incorporacion de yema de huevo al diluyente hasta concentraciones del
12% mejoran la calidad del semen congelado-descongelado, y de hecho, el
“lavado” se mostraba efectivo ante concentraciones de yema del orden del
1,5%, pero ya a niveles del 12% se hacia innecesario. El hecho de que la
cfectividad del “lavado” se redujera conforme aumentaba la concentracién
de yema del diluyente, podria tener su explicacion en que la yema jugaba
también un papel protector frente al agente que pretendia eliminarse con el
“lavado”, por lo que va a concentraciones del 12%, el “lavado™ seria
practicamente innecesario, suponiendo entonces sélo un mayor estrés
celular, como demuestra el menor porcentaje de espermatozoides vivos y el
de espermatozoides con acrosoma normal observado en el semen “lavado”
frente al no “lavado” (TL-12 vs TX-12) (Tablas 20-28). Con respecto a
esto, muchos son los autores que también han comprobado un efecto
beneficioso de la yema de huevo afiadida al diluyente (Deka y Rao, 1986a;
Ritar y Salamon, 1991), y otros tantos los que Ia utilizan en sus técnicas
habituales de conservacién (Memon et al., 1985; Tuli y Holtz, 192, 1994; Singh et
al, 1995, 1996). Sin embarge, las diferentes conclusiones a las que han
liegado otros autores advirtiendo del efecto toxico de la yema de huevo
(Roy, 1957; lritani et al., 1961, 1964; Iitani y Nishikawa, 1963, 1964, 1972; Ritar y
Salamon, 1982, Memon et al., 1985), hacen pensar que la conveniencia o no del
“lavado™ y la utilizacion de yema de huevo, dependeria de multiples
factores como la raza, el individuo, la estacién, el método de recogida, o la
técnica empleada por cada autor (Ritar y- Salamon, 1982; Tuli y Holtz, 1994).
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Al menos la yema de huevo no parece ser el Gnico componente
implicado en la mala congelabilidad del semen caprino, ya que Courtens et
al. (1984) encontraron interaccion entre algunos componentes de la leche y
el plasma seminal que llevaba a la destruccion de la estructura acrosémica
del espermatozoide, y Memon et al. (1985) hallaron una mayor efectividad
del “lavado™ al utilizar leche, que utilizando lactosa-yema o Tris-yema.
Ademas, Chauhan y Anand (1990) han comprobado que las enzimas del
plasma seminal no hidrolizan al menos los fosfolfpidos méas abundantes de
la yema de huevo. Segun esto, la efectividad del “lavado” y por tanto la

conveniencia 0 no de llevarlo a cabo, dependera del tipo de diluyente

utilizado, y no deberia centrarse unicamente en la presencia o no de yema
de huevo en su constitucion.

Se observd una clara mejora en la calidad del semen integro
congelado en invierno con respecto a los dos periodos anteriores (TX-6 y
TX-12) (Tablas 20-22). Esta mejora podria tener su explicacion en una
menor actividad de la EYCE, lo cual explicaria también la mayor calidad
observada en el semen recogido durante esta época, cuando se obtuvo la
mayor motilidad (Tabla 13). La menor actividad de la EYCE explicaria el
hecho del aumento en la calidad del semen integro diluido en Tris con un
6% y un 12% de yema (TX-6 y TX-12). Pero también cambios
estructurales de los espermatozoides debieron ocurrir durante ese tercer
periodo de congelaciones (invierno) en cuanto a que los espermatozoides
se volvieron en general més sensibles al “lavado” con Tris pero no al
“lavado” con SL, por io que se aprecié un marcado descenso del semen
“lavado” y diluido en Tris (TL-1.5, TL-6 y TL-12) con respecto a las dos
anteriores épocas de congelacién (primavera-verano y verano-otofio),
mientras que la calidad del semen “lavado” con Ia solucion SL y diluido en
leche (L) mejord considerablemente con respecto a los dos periodos
anteriores (LL) (Tablas 20-22).

Variacién estacional en la actividad de la EYCE ha sido descrita
también por Iritani et al. (1964), Corteel (1980) o Ritar y Salamon (1991),
coincidiendo todos menos el primero de ellos, en que la actividad de la
EYCE es mayor fuera de la temporada de cria. Si la mayor o menor
actividad de la EYCE es una de las causas por las cuales se manifiestan
variaciones en la calidad del semen a lo largo del afio, la razén del porqué
lavando se sigan apreciando dichas diferencias, podriamos encontraria en
que por un lado el doble “lavado” no elimina totalmente la presencia de
plasma seminal (lritani et al, 1961), y por otro, en que la estacion influye
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también sobre las caracteristicas iniciales del eyaculado v su sensibilidad
frente al “lavado”.

Confirmacion del hecho de una estacionalidad en la composicién y
cantidad del plasma seminal, podemos encontrarla en los resultados
observados en las caracteristicas del eyaculado, donde ya se planted una
estacionalidad de la produccién de plasma seminal mas que de la
produccion de espermatozoides, atendiendo al hecho de que ésta no sufiié
variaciones estacionales a lo largo del afio mientras que la concentracién
espermatica si.

Efectos beneficiosos sobre la calidad del semen “lavado” han sido
descritos ampliamente en la bibliografia (Westhuysen, 1978; Ritar y Salamon,
1982, 1991; Memon et al.,, 1985; Deka y Rao, 1986¢; Ritar y Salamon, 1991; Dunner,
1993), aunque también otros muchos son los autores que no han encontrado
diferencia alguna, o incluso si ésta la habia, lo era a favor del semen no
“lavado” (Ritar y Salamon, 1983; Deka y Rao, 1987b, 1988; Strohmeyer, 1988; Tuli y
Holtz, 1994). Factores raciales, individuales, estacionales o metodolégicos
podrian justificar tales contradicciones, por o que la situacion actual
exigiria un estudio mas detallado (Tuli y Holiz, 1995).

5.2.2. 2. Efecto de la proporcion de yema

Se observé que el incremento de la proporcién de yema en el
diluyente a base de Tris (del 1,5 al 12%) se traducia en una clara mejora de
la calidad en el semen integro. De los 7 machos empleados para la
experiencia, en ninguno de ellos se observé que la calidad del semen
congelado-descongelado declinara conforme aumentaba la proporcién de
yema en el diluyente, con lo cual, por ahora, no puede confirmarse el hecho
de que algunos machos de la variedad Majorera de la A.C.C. no pudieran
tolerar concentraciones de yema de huevo superiores al 1,5% en el
diluyente, como confirmaran Ritar y Salamon en 1982 y 1991 en Angora
(Tablas 26-28)). Esto es comprensible, en cuanto a que estos autores
relacionaban este hecho con la finalizacién de la temporada de cria, cuando
supuestamente aumenta la actividad de Ia EYCE; situacion que en realidad
no se dio en los animales utilizados, ya que mantuvieron una actividad
reproductiva constante a lo largo de toda la experiencia. En €l semen
“lavado” antes de la dilucién en Tris, si que se observo sin embargo que en
algin que otro macho una concentracion de yema del 6% presentaba
mejores resultados que una del 12%, aunque por el poco ntimero de casos y
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la escasa diferencia, ésta no fue significativa y habria que ampliar la
experiencia para confirmarlo, pudiendo haberse debido simplemente a la
calidad inicial del eyaculado.

En definitiva, la yema de huevo hasta concentraciones del 12% en el
diluyente, mejora la calidad del semen a la descongelacion tanto en el
semen integro como en el “lavado”. Ritar y Salamon (1982) obtenian
resultados similares tras la descongelacion en semen no “lavado”, pero tras
la incubacion a 37°C la motilidad mejoraba a medida que la concentracion
de yema en el diluyente era menor (del 12 al 0%). En la misma
experiencia, sin embargo, la motilidad del semen “lavado” tras la
descongelacion € incubacién mejoraba con la incorporacion de yema de
huevo, aunque la diferencia no fue muy notable. En estudios posteriores,
Ritar y Salamon (1991) obtuvieron resultados comparables con los de esta
experiencia, comprobando que la calidad del semen a la descongelacion
mejoraba conforme aumentaba la proporcién de vema de huevo en el
diluyente, tanto en el semen “lavado” como en el que no, pero tan sélo
recogiendo semen de principios de temporada, cuando la concentracion
ideal de yema de huevo era del 12%. A medida que avanzaba la temporada
de cria, la adicién de yema de huevo al diluyente se traducia en pérdidas de
calidad del semen descongelado, como se demostrara en otra experiencia
paralela sobre semen integro. Lo observado por Ritar y Salamon en 1991 a
principios de temporada, se advirtié en los machos utilizados en nuestra
experiencia para todo €l afio, dado que éstos no estaban sujetos a tan
fuertes variaciones estacionales como aquellos. Por tanto, y a falta de
estudios mas detallados que involucren la incubacion del semen a 37°C
(donde la EYCE ejerce su mayor actividad) y su inseminacién, podemos
afirmar que la calidad del semen congelado-descongelado de la variedad
Majorera de la A.C.C,, mejora al incorporar yema de huevo al diluyente
hasta concentraciones del 12%, tanto en semen integro como en el
“lavado”.

5.2.2. 3. Efecto del diluyente

El semen diluido en leche desnatada (LL) mostré en general
resultados comparables a los del semen diluido en Tris con un 6% de yema
de huevo (TL-6 y TX-6), viéndose mejorados por los del semen diluido en
Tris con un 12% de yema (TL-12 y TX-12) y superando los del diluido en
Tris con un 1,5% de yema (TL-1.5 y TX-1.5) (Tablas 20-28). No obstante,
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durante el tercer perfodo de congelaciones, en concordancia con lo
observado de forma general con las otras técnicas, la calidad del semen
diluido en leche mejor0 considerablemente, adoptando valores
comparables a los del diluido en Tris con un 12% de yema (TL-12 y TX-
12). Hay que tener en cuenta que ¢l diluyente compuesto basicamente por
leche no contenia yema de huevo, por lo que estos resultados quiza podrian
mejorar afiadiendo yema de huevo a la leche como lo han hecho otros
autores (Westhuysen et al., 1980; Deka y Rao, 1985b; Chauhan y Anand, 1990), asi
como podria simplificarse el método, recurriendo el “lavado” con
soluciones mas sencillas que la propuesta por Corteel (1974), obteniendo
otros autores resultados satisfactorios con otros tipos de “lavado” (Ritar y
Salamon, 1982, 1991; Memon et al.,, 1985; Mukherjee y Nelson, 1987: Pintado et al.,
1991b, 1992; Tuliy Holtz, 1994; Singh et al., 1995, 1996; Sinha et al., 1995).

5.2.3. EFECTO DE LA ESTACION O LA EPOCA DE RECOGIDA (E)

De forma global, no se observé diferencia significativa alguna entre
las tres épocas durante las cuales se congelé semen, ni para porcentaje de
espermatozoides moviles (MIPD) (Tabla 20), ni en ¢l caso de porcentaje de
espermatozoides vivos (PEV) (Tabla 21). Si se observd sin embargo un
aumento significativo del porcentaje de espermatozoides con acrosoma
normal (PEAN) (Tabla 22) durante el tercer periodo de congelaciones
(inviemo), coincidiendo con el aumento de la motilidad individual
progresiva en el semen de origen (MIPF) (Tabla 13). Ese aumento global
en la calidad del semen congelado podria haber sido incluso mas
espectacular, si no fuera porque el “lavado” con Tris se manifesté no
recomendable durante este ultimo periodo. Durante ese tercer periodo de
congelaciones (invierno), posiblemente la menor actividad de la EYCE y
una mejor calidad inicial, fueron las razones que condujeron a una mejora
de la calidad en el semen integro (TX-1.5, TX-6 y TX-12) y en el “lavado”
y diluido en leche (LL), mientras que una mayor sensibilidad o intolerancia
al “lavado” con Tris (T) se reflejaba en un deterioro de la calidad del
semen “lavado” con Tris (TL-1.5, TL-6 y TL-12).

Como en esta experiencia, Pintado et al. (1992) diluyendo en Tris con
un 20% de yema, tampoco detectaron diferencia significativa entre
diferentes estaciones sobre la motilidad postdescongelacion (MIPD) pero si
sobre el porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal (PEAN) y la
capacidad de endésmeosis (menor en primavera y verano frente a otofio €
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invierno). Tuli y Holtz (1995), empleando también diluyente Tris con un
20% de yema y sin recurrir al “lavado”, observaron en Boer valores
maximos de motilidad y porcentaje de espermatozoides vivos antes y
después de la congelacion en invierno, en el mismo sentido que nuestros
resultados.

5.2.4. EFECTO DEL TIEMPO DE CONSERVACION

No se observd diferencia significativa entre tiempos de conservacién
(2-3 dias, 2 meses y 6 meses) para motilidad individual progresiva (MIPD)
(Tabla 23) ni porcentaje de espermatozoides vivos (PEV) (Tablas 24),
contrariamente a lo observado por Corteel y Baril (1975), quienes ademas
atribuian mayor pérdida al semen no “lavado” que al “lavado”. Si se
observé diferencia significativa entre tiempos de conservacién para el
porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal (PEAN) (Tabla 25),
disminuyendo ligeramente tras un perfodo de conservacion de 2 meses, y
recuperandose parcialmente a los 6 meses. Pero dicha apreciacién tuvo
lugar tanto en semen integro como en el “lavado”, como advirtieran
tambi¢n Deka y Rao (1987b) o Ritar y Salamon (1991). Quiza con tiempos
de conservacion superiores o un mayor niimero de casos se podria observar
un descenso significativo de la motilidad y el porcentaje de
espermatozoides vivos como apreciaran también Deka y Rao (1987b) o
Samouilidis et al. (1982), ya que los resultados apuntan hacia un patrén
similar al observado en el porcentaje de espermatozoides con acrosoma
normal, con ligero descenso tras dos meses de conservacién en nitrégeno
liquido y parcial recuperacion a los 6 meses. Tal vez el descenso en los
parametros del semen descongelado tras dos meses de conservacion y su
parcial recuperacion tras 6 meses pongan de manifiesto que durante la
conservacion en nitrogeno liquido el semen sigue sufriendo una serie de
transformaciones que no conviene interrumpir a los dos meses de
congelado ¢l semen, sino esperar al menos hasta los seis si pretendemos
conseguir algo mas de calidad. Tuli y Holtz (1992) citan una reduccion en
los porcentajes de motilidad progresiva, y espermatozoides vivos asi como
aumento en la liberacion de GOT descongelando a los 15 minutos de
congelar, que se recuperaban parciaimente a los 7 dias. Y Ritar y Salamon
(1991) también apreciaron una ligera disminucién de la calidad del semen
en torno al 4° mes de conservacion que se recuperaria pasados 5 meses.
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Conclusiones

un

18.

El mache de la variedad Majorera de la A.C.C. es capaz de producir
cantidades aceptables de semen y de calidad suficiente durante todo
el afio.

La calidad del semen de la variedad Majorera de la A.C.C. se sitia
entre los valores medios tipicos de la especie, mientras que su
produccion seminal se corresponde con una de las més altas.

No se apreci6 patron estacional en la produccion seminal pero sf en
la concentracién espermatica, con valores minimos durante el otofio
y maximos durante la primavera.

El estudio de las correlaciones entre las caracteristicas seminales y
las condiciones climaticas en nuestra latitud, pone en evidencia la
importancia del efecto a medio plazo que tiene el clima sobre la
produccion y calidad seminal, y en especial 1a temperatura.

Se ha encontrado gran variabilidad entre machos en cuanto a sus
caracteristicas seminales, su evolucién a lo largo del afio, y el
método de congelacion mas apropiado.

El “lavado” de los espermatozoides antes de la dilucién en Tris se
tradujo en una clara mejora de la calidad del semen congelado-
descongelado solo cuando la concentracion de yema de huevo en el
diluyente era del 1,5%.

La calidad del semen congelado-descongelado diluido en Tris
mejoraba conforme se incrementaba la proporcién de yema de huevo
en el diluyente hasta un 12%.

La calidad del semen congelado-descongelado diluido en leche
desnatada fue comparable a la del diluido en Tris con un 6% de
yema.

En el semen congelado durante el invierno se observé una ligera
mejora de la calidad con respecto al congelado en otras épocas, en
concordancia con la mayor motilidad del semen fresco registrada
durante esta época.

La calidad del semen empeoré ligeramente tras dos meses de
conservacion en nitrégeno liquido, recuperandose parcialmente a los
6 meses.
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RESUMEN

Se recogié semen a 7 machos de la variedad Majorera de la
Agrupacion Caprina Canaria (A.C.C.) durante 14 meses consecutivos para
estudiar posibles diferencias estacionales en la calidad del eyaculado, y se
congelo el obtenido durante tres épocas distintas a lo largo del afio para
detectar en el mismo sentido diferencias estacionales en la calidad del
semen congelado-descongelado. Los pardmetros valorados en el primer
caso fueron volumen eyaculado (VE), concentracién espermatica (Ce),
motilidad individual progresiva (MIPF), nimero de espermatozoides por
eyaculado (NEE) y nimero de espermatozoides méviles por eyacuiado
(NEME). No se observo diferencia atribuible al efecto de la estacién en el
caso de la produccidn seminal (VE, NEE y NEME), pero si en el de la
concentracion espermdtica (Cc), con valores minimos durante el otofio y
maximos durante la primavera. El estudio de las correlaciones entre estos
parametros y las condiciones climéticas acontecidas en torno a la recogida,
reveld una mayor importancia de las condiciones climaticas medias de
varios meses previos a la recogida, que de las simples condiciones
climaticas del dia de Ia recogida. A su vez, el efecto de la temperatura fue
predominante sobre el del fotoperiodo, y éste sobre el de la humedad
relativa.

En cuanto a la congelacion del semen, se valoro la efectividad del
“lavado” de los espermatozoides antes de la dilucion, y la de 4 diluyentes,
3 de ellos a base de Tris con diferentes concentraciones de yema de huevo
(del 1,5% al 12%) y uno a base de leche desnatada en polvo. El “lavado”
mejoraba la calidad del semen diluido en Tris con un 1,5% de yema de
huevo, pero no la del diluido en Tris con un 12% de yema. La calidad del
semen congelado-descongelado mejoraba conforme aumentaba la
proporcion de yema de huevo afiadida al diluyente, vy se aprecié mejor
calidad en el semen congelado durante el invierno, coincidiendo con la
mayor motilidad registrada en los eyaculados recogidos durante esa época.
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9. ABREVIATURAS EMPLEADAS



Abreviaturas empleadas

Abs

A.C.C.
ANGVA
Ce
CIDR
C.U.E.

E-Mt

eCG
EYCE
FGA
FSH
kCG
MV

LH
LL

mE
M-E
M-Mt

Absorbancia de wuna muestra registrada mediante un
espectrofotometro

Agrupacién Caprina Canaria.

Anélisis de varianza.

Concentracion espermatica en spz/ml.

Dispositivo interno controlado, liberador de farmaco.
Diluyente de la Universidad de Cornell.

Factor estacion o época de recogida.

Interaccion entre la estacién o época de recogida, y el método
de congelacion.

Gonadotropina coridnica equina o PMSG.

Enzima coaguladora de la yema de huevo.

- Acetato de fluorogestona

Hormona estimuladora de los foliculos
Gonadotropina coridnica humana.

Instruments de Médicine Vétérinaire, Francia.
Dituyente cuya base es la leche desnatada en polvo.
Hormona luteinizante

Meétodo de congelacion del semen, que incluye el “lavado” de
los espermatozoides con SL y su dilucién en L.

Factor individual, animal o macho.
Factor mes dentro de estacion.
Interaccion macho-estacion o macho-época de recogida.

Interaccion macho-método de congelacion.
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Abreviaturas empleadas

MIPF
MIPD
MPA
Mt
NEE
NEME

PEAN

PEV
PMSG
SD

SL

Spz

T-1.5

T-6

Motilidad individual progresiva en el semen fresco.
Motilidad individual progresiva en el semen descongelado.
Acetato de medroxiprogesterona.

Factor método de congelacion.

Numero de espermatozoides por eyaculado.

Numero de espermatozoides moviles por eyaculado.

Variable surgida de la transformacion de otra expresada en
porcentaje.

Valor de una variable expresada en porcentaje;, v que sera
sujeto a transformacién arcosénica para cumplir los requisitos

del analisis de varianza.

Nivel de significacion.

Porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal tras la
descongelacion.

Porcentaje de espermatozoides vivos tras la descongelacion.
Gonadotropina del suero de la yegua prefiada 0 eCG.
Desviacion estandar.

Solucion de “lavado” seglin Corteel (1974).
Espermatozoides

Solucién de “lavado” cuyo componente principal es el Tris; y
que a su vez sirvié de base para la preparacion de los
diluyentes T-1.5, T-6 y T-12.

Diluyente cuya base es el Tris (T), con un 1,5% de yema de -

huevo.

Diluyente cuya base es el Tris (T), con un 6% de yema de
huevo.
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Abreviaturas empleadas.

T-12

Tmax
Tmed
Tmin

tC

TL-1.5

TL-6

TL-12

Tris

TX-1.5

TX-6

TX-12

Diluyente cuya base es el Tris (T), con un 12% de yema de

huevo.

Temperatura méxima.
Temperatura media.
Temperatura minima.

Tiempo de conservacién del semen congelado en nitrégeno
Hiquido.

Método de congelacién que consiste en “lavar” el semenen T
y diluirlo en T-1.5.

Meétodo de congelacién que consiste en “lavar” el semenen T
y diluirlo en T-6.

Método de congelacion que consiste en “lavar” el semenen T
y diluirlo en T-12.

Abreviatura del Tris (hidroximetil) aminometano, o del
diluyente cuyo componente principal es éste.

Método de congelacion que consiste en diluir el semen integro
(sin “lavar”) en T-1.5.

Método de congelacién que consiste en diluir el semen integro
(sin “lavar”) en T-6.

Método de congelacion que consiste en diluir el semen integro
(sin “lavar”) en T-12.

Volumen del eyaculado
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