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CONGELACION Y CONSERVACION DEL SEMEN EN LA ESPECIE
CAPRINA MEDIANTE LA UTILIZACION DE ULTRACONGELADO-
RES DE -152 °C: TASA DE FERTILIDAD TRAS INSEMINACION
CON SEMEN CONGELADO POR DIFERENTES PROTOCOLOS DE
CRIOCONSERVACION

El andlisis de los distintos parametros evaluados para determinar la cali- Tara Niflo Gonzalez
dad seminal de siete machos cabrios de raza Majorera, demuestra que la

congelaciéon del semen mediante ultracongeladores de -152 °C es igual de

efectiva que la congelacion mediante nitrégeno liquido, técnica que se ha

venido usando desde hace ya muchos afos. Se observa como la calidad

seminal in vitro tras la descongelaciéon no varia en los diferentes perio-

dos de congelacion testados (1, 30 y 180 dias), asi mismo, el porcentaje

de gestaciones obtenido a partir de la inseminacion artificial en 40 hem-

bras, es similar en ambos protocolos de congelacién para muestras con-

geladas durante un periodo de un mes.

The analysis of the different evaluated parameters to determine the seminal
quality of 7 Canary bucks shows that the freezing of semen through ultrafreezers
at -152°C is as effective as the liquid nitrogen freezing technique, which has
been used for many years now. It is noted how the seminal quality in vitro after
defrosting does not vary across the different periods of freezing tested (1, 30 and
180 days). Likewise, the percentage of pregnancy derived from the artificial in-
semination in 40 does is similar in both protocols for the frozen samples during
one-month period.

INTRODUCCION requiere de largos periodos de tiempo

y de gran nimero de animales incluidos

En los ultimos anos, las técnicas
reproductivas en el ganado caprino
han experimentado un notable desa-
rrollo, lo que ha conducido a un au-
mento en el rendimiento productivo.
Entre otras, la inseminacion artificial
(Leboeuf y cols., 2000) y la transfe-
rencia de embriones, hacen posible
la mejora genética de la raza, asi co-
mo su difusiéon en los mercados na-
cional e internacional.

Una de las lineas que se han ve-
nido investigando en los ultimos afos,
son las distintas técnicas de insemi-
nacion artificial y de criopreservacion
de semen (Dorado y cols., 2007). Re-
sulta ampliamente aceptado que la
fertilidad obtenida mediante insemi-
nacion artificial con semen congelado
es inferior a la obtenida con semen
fresco. Para evaluar esta fertilidad se

en la investigacion, ya que se trata de
comparar el numero de hembras ges-
tantes mediante las distintas técnicas.

Numerosos estudios in vitro, de-
terminan la calidad seminal post-con-
gelacion mediante la evaluacién de
distintos parametros como son la mo-
tilidad, vitalidad, la integridad de la
membrana plasmatica, el estado del
acrosoma y las morfoanomalias (Le-
boeuf y cols., 2000).

La técnica utilizada por excelen-
cia para la congelacion del semen
durante largos periodos de tiempo es
el nitrégeno liquido (NL). Estudios
preliminares determinan que el uso
de ultracongeladores de -152 °C (UF),
se muestra como un método com-
pletamente valido para la crioconser-
vacién de semen caprino, obteniendo
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resultados in vitro similares a los ob-
tenidos en muestras congeladas en
nitrégeno liquido (Medrano y cols.,
2002). No obstante, en este estudio,
solo se valoraron muestras congela-
das durante 3 meses.

Por lo tanto, el objetivo de este
estudio es comparar los distintos pa-
rametros que determinan la calidad
seminal en caprino tras su congela-
cion tanto en nitrogeno liquido como
en ultracongeladores de -152 °C en
periodos de tiempo mas prolongados
(hasta un afio). Asi mismo, se pre-
tende demostrar su eficacia in vivo
mediante inseminacion artificial.

MATERIAL Y METODOS
1. Animales

Para este estudio se utilizaron 7
machos cabrios (edad: entre 18 me-
ses y 5 afios) y 40 cabras de la raza
Majorera con edades comprendidas
entre los 12 meses y los 5 afios de
edad. Los animales se encontraban
alojados en las instalaciones de la
granja de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad de Las Palmas de
Gran Canaria con una superficie de
casi 9 m? por cabeza, con zonas de
sombra y zonas de recreo al sol. La
alimentacion era a base de concen-
trado (millo, remolacha, cebada, ave-
nay soja), asi como alfalfa ad limitum
elaborando la racion segun lo des-
crito por Castro y cols. (2006). Estos
animales eran sometidos a vacuna-
ciones anuales, asi como a despara-
sitaciones semestrales.

Los machos de la explotacion se
encontraban separados de las hem-
bras en un corral aparte, existiendo
entre ellos interaccioén visual, auditiva
y olfativa.

2. Recogida, contrastacion y con-
gelacion seminal

2.1. Recogida seminal

La recogida de las muestras se-
minales se realiz6 mediante vagina

artificial. Con una hembra amarrada
a modo de montura natural, en el mo-
mento en el que el macho salta sobre
ella, se introduce el pene en la vagina
artificial, recogiendo de esta manera
el semen directamente en un tubo de
cristal graduado. Una vez extraida la
muestra, con la mayor rapidez posi-
ble, se introduce la misma en un ba-
Ao Maria a 37° centigrados.

2.2. Contrastacion seminal

La contrastacion seminal tenia
por objeto determinar la calidad se-
minal y poder calcular cuanto ha de
diluirse el semen para obtener dosis
de 300 millones de espermatozoides
por mililitro. Para esto, los parame-
tros valorados fueron el volumen,
concentracion, motilidad y porcenta-
jes de vitalidad y morfoanomalias.

El volumen se determiné directa-
mente en el tubo colector graduado.
La concentracion se calculé me-
diante el uso de un hemocitémetro, a
una dilucién 1:400 en solucién salina
formulada al 0,3%. Finalmente, la
motilidad individual progresiva se de-
termino de forma subjetiva utilizando
un microscopio de contraste de fase
que poseia una placa calentadora a
37 °C y entre x100 y x200 aumentos;
y también mediante un sistema com-
puterizado de analisis espermatico
(sistema CASA).

Para determinar el porcentaje de
vitalidad se valoré una extension con
eosina—nigrosina en un microscopio
de contraste de fases a x100 au-
mentos; valorandose un minimo de
200 células en cada preparacion. Se
contabilizaron los espermatozoides
vivos (que poseian la membrana in-
tacta y por lo tanto, aparecen no te-
Aidos) y los muertos (membrana da-
fada y tefidos). La determinacion del
porcentaje de acrosomias y morfoa-
nomalias en funcion de su localiza-
cion (cabeza, acrosoma, pieza inter-
media o cola del espermatozoide) se
llevé a cabo mediante la tincion Sper-
mac® (Minitib)



2.3. Congelacién seminal

Tras su evaluacion, las muestras
de cada macho fueron procesadas
individualmente. Cada eyaculado fue
centrifugado dos veces a 2100 x g
durante 15 minutos y el sobrenadan-
te fue retirado. Seguidamente el se-
dimento se resuspendié a tempera-
tura ambiente (20° C) en el diluyente-
1 (Dil-1: 2.666g TRIS, 1.398 g acido
citrico, 0.44 g glucosa, 0.06 g de Na
bencilpenicilina, 0.1 g estreptomicina
sulfato, 20 ml yema de huevo y agua
destilada hasta 100 ml) y tras 10 mi-
nutos de equilibrado se afiadio el di-
luyente-2 (Dil-2: 2.453 g TRIS, 1.286 g
acido citrico, 0.4048 g glucosa, 0.06
g Na bencilpenicilina, 0.1 g estrepto-
micina sulfato, 11 ml yema de huevo,
8% glicerol y agua destilada hasta
100 ml), dividido en 3 fracciones se-
paradas entre si 10 minutos hasta
conseguir una concentracion final de
300 x 10° espermatozoides/ml. Final-
mente, las muestras se envasaron en
pajuelas de 0.5 ml y se sometieron a
un periodo de equilibrado de dos
horas y media a 4 °C.

Se evaluaron dos protocolos de
congelacion diferentes durante la ex-
periencia. En el primero, las pajuelas
se colocaron en el interior de una
caja de poliestileno a 4 cm sobre la
superficie del nitrégeno liquido du-
rante 20 minutos para finalmente su-
mergir las pajuelas en el interior del
nitrégeno liquido. Con el segundo
protocolo, las pajuelas se deposita-
ron directamente desde la camara fri-
gorifica a 4 °C al interior del ultracon-
gelador de -152 °C.

3. Descongelacion seminal

La descongelacion de las mues-
tras se llevo a cabo los dias 1, 30 y 180
post-congelacién. El método de des-
congelacion consistié en introducir
las pajuelas en un bafio Maria a 37 °C
durante 30 segundos como minimo.

Una vez descongeladas, las mues-
tras de semen fueron depositadas en
tubos de vidrio a 37 °C en cuyo inte-
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rior habia 1 ml de TRIS buffer (2.4 g
TRIS, 1.4 g &cido citrico, 0.8 g glu-
cosa, 0.06 g Na bencilpenicilina, 0.1 g
de estreptomicina sulfato y hasta 100
ml de agua destilada). Inmediata-
mente tras la descongelacion, se eva-
lué el porcentaje de motilidad, de vi-
talidad y morfoanomalias de la forma
ya descrita.

4. Inseminacion artificial

En esta segunda fase experimen-
tal, se utilizaron 40 cabras adultas de
la raza Majorera. Las hembras fue-
ron sometidas a un tratamiento de
sincronizacion de celos mediante la
inserciéon de esponjas impregnadas
en acetato de fluorogestona durante
11 dias. Nueve dias tras la coloca-
cion de las mismas y dos dias antes
de su retirada, se les inyectaba 3,75
mg del analogo de prostaglandina lu-
prostiol y 200 Ul de eCG via intra-
muscular.

Para determinar con exactitud el
inicio del comportamiento estral, se
realizaban detecciones de celos indi-
vidualizadas, comenzando 24 horas
tras la retirada de las esponjas y a
partir de este momento se realizo la
misma operacion cada 12 horas. Las
inseminaciones artificiales fueron re-
alizadas 12 horas tras los primeros

Go To Chamber A
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sintomas de celo, repitiéndolas cada
12 horas mientras el animal siguiera
mostrando sintomas de celo.

Las inseminaciones se realizaban
de forma transvaginal mediante ob-
servacion directa del fondo de la va-
gina. Una vez localizada la entrada
del cuello del utero, mediante un ca-
téter de inseminacion, se intento in-
troducir el semen lo mas profunda-
mente posible. La dosis administrada
en cada inseminacién consistio en
dos pajuelas de 300 x 10° esperma-
tozoides cada una. Por otro lado, al
azar, se fueron valorando algunas
dosis seminales mediante microsco-
pio para confirmar que el semen te-
nia una motilidad minima de un 35%
de los espermatozoides.

El diagndstico de gestacion se rea-
liz6 mediante ecografia transabdomi-
nal usando un ecégrafo Aloka SSD-550
provisto con un trasductor lineal de
3,5 a 5 MHz. El primer diagndstico se
realizo el dia 35 post-inseminacion,
para luego reconfirmar la vitalidad fe-

tal a los dias 60 y 90 post-insemina-
cion.

5. Analisis estadistico

Los resultados se presentan co -
mo medias + DES. Los datos de mo-
tilidad, vitalidad y morfoanomalias
fueron evaluados utilizando un anali-
sis de varianza. El analisis estadis-
tico se realiz6 mediante el uso de
SPSS 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA), de acuerdo con un modelo li-
neal que considera el efecto del indi-
viduo (7 ejemplares), dos protocolos
de congelacién (NL y UF), el tiempo
(1, 30 y 180 dias) y la interaccion
entre ellos. Los valores fueron consi-
derados significativos cuando P<0.05.

RESULTADOS

La tabla 1 muestra la calidad se-
minal del semen fresco de los ma-
chos donantes. Al valorarse el volu-
men y la concentracion seminal entre
machos, se observé que a excepcion
del macho 4, todos los animales mos-

MMacho Eyaculados Volumen Concentracion Mf)tilidad V_italidad Morfoanomalias
por macho (mL) (x 10° cells) seminal (%) seminal (%) (%)

1 18 1.7+0.1 7.72£0.9 76.9°+ 3.6 79.5% + 2.2 23.6°+5.6

2 10 14+0.2 512+1.0 83.0%" + 3.1 85.82+ 3.3 18.3% + 145

3 18 1.2+0.1 552+0.5 86.32+1.9 82.0°+2.4 12.72+ 3.1

4 6 3.2+04 11.22+£4.3 80.8°+5.4 61.5°+11.9 19.7%+79

5 6 14+0.1 7.82+£0.9 78.3%°+27 76.8°+4.4 19.3% + 41

6 25 1.2+0.1 6.12+0.9 79.8°+2.7 82.52+24 1573+ 27

7 19 1.2+0.1 49°+0.5 80.8%* + 2.6 78.52+3.3 13.7% £ 4.0

Tabla 1. Media = DES del volumen, concentracion, y porcentaje de motilidad, vitalidad y morfoanomalias en los eyaculados obte-
nidos de los machos donantes

ab: | etras diferentes en una misma columna indican que se observaron diferencias significativas (p<0.05)

Dia 1 post-congelacion

Dia 30 post-congelacion Dia 180 post-congelacion

NL UF NL UF NL UF
Macho 1 4222+ 3.4 3423+ 37 40.22+£3.4 43.0°+£3.4 32.92+6.9 30.122+ 4.5
Macho 2 35.72+6.8 3712+ 56 52+8.0 4482 +7.8 28.3%+7.4 38.32+4.1
Macho 3 3612+ 7.7 41.6°£5.2 447276 40.72£ 4.8 22.7° +14.9 24.5%+94
Macho 4 33.32+1.3 28.6°+4.2 6.3°+24 31.5% + 3.0 4.8°+20 35.22+6.1
Macho 5 10.2°+ 3.8 28.6°+ 3.8 13.5°+ 10.5 25.0°+ 3.0 253ab+5.2
Macho 6 36.82+4.7 30.3%+ 3.0 38.82+ 5.5 36.32+ 3.0 43.32+10.8 4732+ 3.6
Macho 7 36.52+ 5.0 346 +4.9 4562+4.4 38.82+ 5.6 30 41.72£14.7

Tabla 2. Motilidad espermatica post-descongelacion

abe: | etras diferentes en una misma columna indican que se observaron diferencias significativas (p<0.05)
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traron unos niveles medios muy si-
milares entre si; no obstante, el ma-
cho 4 presentaba un concentracién
espermatica significativamente ma -
yor con respecto a los machos 2y 7
(p<0.05). Los porcentajes de motili-
dad media se situaron entre un 76%
y un 86%; mientras que el rango de
vitalidad espermatica fue mayor,

entre un 61% y un 86%, encontran-
dose diferencias significativas indivi-
duales (p<0.05). El porcentaje de
morfoanomalias fue inferior al 25%

en todos los machos, sélo el macho 1

presentaba un porcentaje significati-
vamente superior (p<0.05) que el

macho 3.

Los porcentajes medios de motili-
dad espermatica post-congelacién
(media + DES) obtenidos durante to-
do el periodo experimental se mues-
tran en la tabla 2. Con el protocolo de
congelacion utilizando NL, la motili-
dad el dia 1 post-congelacién se si-
tud alrededor del 30-45% a excep-
cion del macho 5 (10%), observan-

Dia 1 post-congelacion

dose diferencias significativas con
respecto a otros ejemplares. Con
respecto al dia 30 post-congelacion
se encontraron grandes diferencias
individuales, siendo el rango entre el
5% (macho 2) y el 45% (macho 7).
Por su parte, los datos pertenecien-
tes a los 6 meses tras la congelacion,
el rango se encontré entre 5% (ma-
cho 4) y un 43% (macho 6). Con la
técnica de congelacion en UF, se ob-
servo un porcentaje de motilidad si-
milar (rango: 25-47%) entre machos,
sin embargo, cuando se comparan
los ejemplares entre si, se detectan
diferencias significativas (p<0,01). Fi-
nalmente, sélo se apreciaron dife-
rencias entre los dos protocolos de
congelacion dentro del mismo indivi-
duo en el caso del macho 2 (dia 30
de criconservacién) y del macho 4
(dias 30 y 180 de crioconservacion).

La tabla 3 muestra los valores
(medias + DES) de vitalidad obser-
vados en cada ejemplar durante el
periodo experimental. Con el NL, los

Dia 30 post-congelacién

ARTICULOS

Dia 180 post-congelacion

NL NL UF NL UF
Macho 1 40.6°+ 3.5 33.32+4.0 42.8°+5.5 43.9°+4.0 41.3+43 28.7+6.5
Macho 2 33.52+£10.9 34.52+ 9.6 56.02+ 9.8 56.82 +11.4 38.5 45.0
Macho 3 46.12£6.9 41.82+£9.8 38.72+£ 3.3 47.32£8.7 41.0 35.8+13.7
Macho 4 17.0°+6.9 4282+ 11.7 10.4*+2.6 25.8°+6.9 10.7 £ 41 37394
Macho 5 28.7% +3.8 23.2°+11.6 12.3*+8.9 25.2°+ 2.1 37.8
Macho 6 327251 29.4°+27 36.72+ 6.6 37.82+3.9 52.0 48.7+4.8
Macho 7 37.92+5.6 32,9+ 4.8 41.9°+6.8 51.12+7.0 40.0 62.5

Tabla 3. Vitalidad espermatica post-descongelacion

abe; | etras diferentes en una misma columna indican que se observaron diferencias significativas (p<0.05)

NL

Dia 1 post-congelacién

Dia 30 post-congelacion

UF NL UF

NL

Dia 180 post-congelacion

UF

Macho 1 42.0°+£5.6 38.22+4.7 35.52+5.2 344245 35.3+54 30.4£8.9
Macho 2 33.0% + 8.1 42.5°+13.8 19.0°+ 6.5 25.8°+6.9 29.5 23
Macho 3 3443+ 43 34.82+54 255+ 6,7 28.5% + 4.3 22.0 17.0+£6.7
Macho 4 26.5° 21.4°+1.9 34.42+5.3 37.32+4.4 20.3+13.1 17.0+3.3
Macho 5 30.0%° + 17.3 34.22+6.9 372 £16.5 35.02+ 1.9 222+20
Macho 6 34.5% + 3.0 29.9° + 3.7 2942+ 42 27.1*+3.9 21 28655
Macho 7 29.5°+ 3.8 21.0°+27 23.2°+27 22.8°+4.2 15 17

Tabla 4. Morfoanomalias espermatica post-descongelacion

abe: | etras diferentes en una misma columna indican que se observaron diferencias significativas (p<0.05)
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valores medios individuales fueron
inferiores al 52% en todos los ma-
chos, observandose grandes dife-
rencias individuales. Del mismo mo-
do, con el UF, la media de vitalidad
variaba entre 23.2 y 56.8 %, también
con evidentes diferencias entre los
machos (ejemplares 5y 6 con valo-
res medios mas bajos). Cuando se
compararon ambos métodos de con-
gelacion, se volvieron a observar di-
ferencias significativas en el macho 4,
a lo largo de todo el periodo experi-
mental, con valores siempre por deba-
jo del 20% en nitrogeno liquido y con
valores siempre superiores al 25% en
las muestras crioconservadas con UF.

Finalmente, en la tabla 4 se detallan
los porcentajes de morfoanomalias.
Entre ambas técnicas (NLy UF) no se
observaron diferencias significativas
siendo los valores medios similares.
Cuando se observan los datos, se
puede observar como los indices de
morfoanomalias en los dias 30 y 180
de crioconservacion tuvieron unos
porcentajes ligeramente inferiores a los
observados el dia 1 post-congelacion.

Método de DG 35 positivos DG 90 positivos ~ Prolificidad

congelacion
NL 20

25% (5/20)
25% (5/20)

25% (5/20) 2.0
20% (4/20) 2.0

UF 20

Tabla 5. Tasa de fertilidad y prolificidad tras inseminaciéon con semen congelado

Por ultimo, comparando los datos de
los ejemplares, se pudieron observar
nuevamente grandes diferencias indi-
viduales, observandose porcentajes de
morofoanomalias sensiblemente ma-
yores en el macho 1 frente al macho 7.

Con respecto a los resultados de
inseminacion artificial, hasta la fecha,
s6lo se poseen datos de la calidad
seminal in vivo de muestras congela-
das durante 1 mes. De esta forma, en
la tabla numero 5, se observa como
el indice de fecundidad del semen
congelado durante un mes es del 25%,
tanto si ha sido congelado en nitro-
geno liquido como si fue congelado
en ultracongeladores. Sin embargo, en
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el grupo de cabras inseminadas con
semen congelado en ultracongelado-
res, se pudo observar un caso en el
que hubo un aborto prematuro, redu-
ciendo a un 20% la fecundidad final.

Con respecto a la prolificidad, de
los animales que han parido hasta el
momento actual se ha observado
una media de 2 cabritos por hembra
y parto en ambos grupos.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este estudio se pretendia com-
parar la calidad seminal tanto in vitro
como in vivo tras su congelacién y
crioconservacion mediante dos mé-
todos distintos (nitrégeno liquido
frente a ultracongelador de -152 °C).
Los parametros observados para
evaluar la calidad seminal fueron, por
un lado, la inseminacion artificial e in-
dice de gestacion (in vivo) y por el
otro, la motilidad y vitalidad seminal
y el porcentaje de morfoanomalias
como marcadores de la calidad in
vitro. Todos estos parametros in vitro
fueron evaluados a lo largo del tiem-
po en tres periodos diferentes de crio-
conservacion: 1, 30 y 180 dias.

Con respecto a los datos de moti-
lidad, unicamente se observaron di-
ferencias significativas comparando
los dos métodos de congelacién en
el macho 2 (dia 30 de crioconserva-
cion) y en el macho 4 (dias 30 y 180
de crioconservacion) Sin embargo, si
es de destacar, que se pudieron ob-
servar grandes diferencias entre los
distintos individuos.

Los valores de vitalidad obtenidos
para ambos métodos de crioconser-
vacion revelan que soélo en el caso
del macho numero 4, se pueden ob-
servar diferencias significativas, sien-
do en este caso las muestras criocon-
servadas mediante el uso de ultracon-
geladores, las que mostraban mejor
calidad.

Por ultimo, con respecto a los da-
tos de morfoanomalias, no se obser-
varon diferencias significativas entre



ambas técnicas (NL y UF). De la mis-
ma forma que en los casos anterio-
res, se volvid a observar una gran
diferencia entre los individuos.

Estas diferencias individuales ob-
servadas entre los distintos parame-
tros y periodos de crioconservacion
pueden explicarse, por un lado, por
las diferencias ya observadas en los
datos de semen fresco, ya que el
semen de algunos machos tiene me-
jor calidad que el de otros. Por otro
lado, hay que destacar también las
diferencias que se pueden observar
en cuanto a la capacidad de ser con-
gelado del semen de los distintos
machos. En algunos machos, el se-
men resiste bien el proceso de con-
gelacion, y al descongelar sigue tenien-
do una gran calidad. Sin embargo, el
semen de determinados individuos,
no tiene esa capacidad y tras la con-
gelacion, su calidad (sobre todo la
motilidad espermatica) ha disminuido
considerablemente ya desde el dia 1
post-congelacién. Otro aspecto que
deberia tenerse en cuenta es que es-
tas diferencias individuales, son inde-
pendientes del método de congelacion
y del periodo de crioconservacion.

Con respecto a los resultados de
inseminacion artificial, no se obser-
varon diferencias significativas entre
ambos protocolos de congelacion,
obteniendo una fertilidad de un 25%
y una prolificidad media de 2 en am-
bos métodos. Sin embargo, debido a
que se trata de resultados a corto
plazo y el estudio se sigue desarro-
llando en el tiempo, los datos son aun
pocos y no se pueden considerar con-
cluyentes; nosotros consideramos
que los resultados de fertilidad mejo-
raran en futuras inseminaciones. Otros
estudios describen una fertilidad con
semen congelado entre un 40 y un
55% (Karatzas y cols., 1997), si bien,
nuestro estudio aporta, por primera
vez en el ambito cientifico, datos de
fertilidad usando semen congelado
mediante ultracogeladores de -152 °C.

En funcion de los resultados ob-
tenidos hasta el momento actual,

aunque el protocolo de nitrégeno li-
quido esta estandarizado para la
criopreservacion seminal de la ma-
yoria de las especies, consideramos
que el uso de ultracongeladores de
-152 °C puede ser un método com-
pletamente valido para congelar y
conservar el semen caprino.

El uso de este procedimiento de
congelacion presenta una serie de
ventajas frente al nitrégeno liquido.
Mediante la utilizacién del ultracon-
gelador de -152 °C, el método de
congelacion se simplifica enorme-
mente, puesto que soélo es necesario
disminuir la temperatura de la dilu-
cion seminal hasta 4 °C, momento en
el cual se introducen directamente
las pajuelas en el ultracongelador.
Otra ventaja, es que a diferencia del
nitrégeno liquido, este tipo de apa-
rato precisa exclusivamente de ener-
gia eléctrica y no es necesario un
mantenimiento tan periédico como
en los criocontenedores de nitrégeno
liquido, que deben rellenarse cada
cierto tiempo, originando unos costes
fijos de caracter regular.

Sin embargo, este protocolo tam-
bién presenta una serie de desven-
tajas que seria necesario valorar. El
coste del ultracongelador de -152 °C
es elevado y su uso en la clinica de
campo diaria no es factible; por ello,
aunque se muestra como un método
completamente valido para la crio-
preservacion seminal, solamente pa-
rece realizable en centros de investi-
gacion. A este inconveniente, se pue-
de sumar la circunstancia de que el
tamafio del ultracongelador reduce
marcadamente su movilidad. Para
salvar este inconveniente, se valoraron
muestras congeladas y conservadas
primeramente en el ultracongelador,
y tras un periodo de almacenamiento
se traspasaban al criocontenedor de
nitrégeno liquido, comprobandose que
los parametros de motilidad, vitalidad
y morfoanomalias no sufrian efectos
negativos tras esta manipulacién. Con
ello pretendiamos comprobar si se
producia una disminucion en la calidad
seminal que limitase el transporte de
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la muestra, a la hora de precisar su
utilizacion en otras localizaciones ale-
jadas de nuestro laboratorio. Los re-
sultados de esta experiencia prelimi-
nar parecen muy prometedores y fu-
turas investigaciones deben centrar-
se en este sentido de cara a concretar
todas las aplicaciones de este nuevo
sistema de criopreservacion.
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