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RESUMEN: Este trabajo experimental pretendia valorar la calidad in vitro del semen canino congelado por un
ultracongelador de -152°C durante un periodo de 12 meses, asi como para evaluar la variacion individual en la
calidad seminal en 5 perros de la raza Dogo Canario. Cuatro eyaculados de cada perro se procesaron de mane-
ra individual hasta alcanzar una dilucién final con una concentracién de 100 x 10°® espermatozoides/mL, glice-
rol al 5% y Equex al 0.5%. Posteriormente, se testaron dos técnicas de congelacion para evaluar la calidad
seminal (motilidad, porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de células con morfoanoamalias) a los 1,
30, 60, 120 y 360 dias tras la congelacién: (I) el semen era congelado y almacenado en nitrégeno liquido; (II)
el semen era congelado y almacenado en un ultracongelador de -152°C. Tras la congelacion, se observo que
la motilidad, la vitalidad espermatica y el porcentaje de células con morfoanomalias con la técnica de nitroge-
no liquido no eran significativamente diferentes de las obtenidas con el protocolo del ultracongelador. Por otro
lado, las caracteristicas microscopicas en el semen fresco fueron practicamente similares entre machos; sin
embargo, tras el procesado y la posterior congelacion del semen, se observaron diferencias entre individuos en
la calidad seminal, especialmente en la motilidad espermatica. Esta variabilidad individual se detecté en ambas
técnicas de congelacion, demostrando que la variacion entre individuos era independiente del procedimiento de
congelacion utilizado. Los resultados in vitro obtenidos en el Dogo Canario confirmaron que el uso de ultracon-
geladores de -152°C es una alternativa potencial frente al nitrégeno liquido para congelar y conservar semen
canino durante largos periodos de tiempo.

SUMMARY: This experimental work was carried out to assess the in vitro quality of canine semen frozen by an
ultrafreezer of -152°C for a time of 12 months and to evaluate the male-to-male variation of frozen semen in
5 males of the Canarian Mastiff race. Four ejaculates of each dog were processed separately to reach a final
dilution with a concentration of 100 x 10° spermatozoa/mL, glycerol at 5% and Equex at 0.5%. Then, two freez-
ing techniques were tested to evaluate the seminal quality (motility, percent live sperm and the percentage of
sperm cells with abnormal morphology) at 1, 30, 60, 120 and 360 days after freezing, (I) semen was frozen
and stored in liquid nitrogen; (II) semen was frozen and stored in the ultra-low freezer at —152°C. After freez-
ing, the sperm motility, the percentage live sperm and the percentage of abnormal spermatic cells in the liquid nitro-
gen technique were not significantly different from that observed in the ultrafreezer protocol. On the other
hand, the microscopic characteristics in fresh semen were practically similar among males; however, after the
semen processing and freezing, it was observed significant differences (p<0.05) among males in the seminal
quality, especially in the sperm motility. This inter-individual variability was detected in both freezing protocols,
showing that the male-to-male variation in the seminal quality post-freezing was independently of the freezing
technique used. The in vitro results obtained in the Canarian Mastiff race confirmed that the use of ultra-freez-
ers at -1529C is a potential alternative to liquid nitrogen to freeze and store canine semen for long periods of
time.
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Tabla 1. Media + SEM de volumen, concentracién, y porcentaje de motilidad, vitalidad y morfoanomalias en los eyaculados de
los ejemplares donantes

PERROS EYACULADOS  VOLUMEN CONCENTRACION MOTILIDAD VITALIDAD  MORFOANOMALIAS
POR PERRO (ml) (x 106 células/ml) (%) (%) (%)
1 4 2.60 + 0.32 1379.42 £ 214.6 90.0 + 0.9 95.0 + 0.6 6.0+ 1.0
2 4 4.2 + 0.4b 889.73b + 183.4 91.1 + 1.3 95.3 + 0.3 4.3+0.3
3 4 3.9 +£0.3b 1091.92b + 99.3 90.5 + 1.0 92.6 £ 0.3 4.7 £0.9
4 4 3.0 + 1.0ab 770.7b £ 31.1 90.7 £ 1.1 93.6 + 0.4 3.7+ 0.7
5 4 3.5 + 0.2ab 728.1b + 40.1 91.0 £ 0.9 94.3 + 0.3 3.8+ 0.7
Media 4 3.5+ 0.3 899.9 + 114.4 90.6 + 0.3 94.2 +£ 0.3 4.4+ 0.6

ab. piferentes letras dentro de una misma columna implican diferencias significativas ( p<0.05)

Introduccion

En los ultimos 20 afos, las técni-
cas de inseminacion artificial y crio-
preservacion seminal en la especie
canina han experimentado un enorme
desarrollo. El porcentaje de gestacio-
nes obtenido en perras inseminadas
con semen en fresco es muy elevado,
tanto si se realiza una inseminacion
intravaginal profunda [1-3] como si
se utiliza una técnica de insemina-
cion intrauterina [3, 4]. Cuando se
utiliza semen congelado, el porcenta-
je de gestaciones obtenido es menor,
particularmente si se realiza una téc-
nica de inseminacion intravaginal [2,
5-6]. De manera general, se asume

que el semen canino congelado
puede ver reducida su capacidad fér-
til [7].

La prueba definitiva para evaluar
la fertilidad del semen canino conge-
lado mediante cualquier protocolo de
criopreservacion es comparar el por-
centaje de gestaciones que se obtiene
tras la inseminacion artificial [8]. Sin
embargo, es dificil llevar a cabo una
comprobacioén experimental, ya que
es necesario el uso de un gran niime-
ro de animales para obtener conclu-
siones definitivas. En muchos estu-
dios realizados in vitro, la calidad
seminal del semen congelado-des-
congelado se valora mediante la
determinacion de diferentes parame-

Figura 1. Motilidad espermatica a lo largo del periodo experimental en nitrégeno

liquido
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tros seminales como la motilidad, la
integridad de la membrana plasmati-
ca, las acrosomias y las morfoanoma-
lias [9-14]. Diferentes autores han
intentado establecer una correlacion
entre la fertilidad obtenida con una
muestra de semen y la valoracion
seminal in vitro de los diferentes
pardmetros mencionados anterior-
mente [8, 15]. La motilidad post-con-
gelacion parece ser el mejor indica-
dor de la fertilidad seminal [6]. Por
otro lado, en la mayoria de estudios
desarrollados en la especie canina,
antes del procesado del semen, se
realiza un pool seminal de los eyacu-
lados de machos diferentes [11, 13,
15], por lo que resulta imposible esta-
blecer si existe variacion individual.

La congelacion en nitrégeno liqui-
do es la técnica mas utilizada para
congelar y conservar semen canino
durante largos periodos de tiempo [6,
11, 16, 17]. En la especie canina, se

% X & han desarrollado diferentes protoco-
:% 70 los de criopreservacion seminal con
€ nitrogeno liquido, utilizando diferen-
% 65 tes tipos de diluyentes [5-7, 15-19]. El
2 60 porcentaje de fertilidad tras realizar
2 una inseminacién con semen conge-
§ 55 lado mediante nitrogeno liquido varia
—— - > entre un 50-60% [3, 4]. Por tanto,

50 Macho 1 Macho2 Macho3 Macho4  Macho 5 parece necesario desarrollar nuevas téc-
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nicas de criopreservacion seminal
para obtener mayores porcentajes de
fertilidad tras la realizacion de una
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inseminacion artificial con semen
congelado.

Un estudio reciente [14] desarro-
llado en perros mestizos, propone el
uso de ultracongeladores de —152°C
como una técnica alternativa para la
congelacion y conservacion de
semen en la especie canina. Los
resultados de este estudio preliminar
mostraron que la calidad seminal in
vitro, cuatro meses post-congelacion,
era similar que la obtenida con nitro-
geno liquido, indicando que el uso de
ultracongeladores de —152°C puede
ser una técnica alternativa para la
criopreservacion seminal en la espe-
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Figura 2. Motilidad espermatica a lo largo del periodo experimental en el ultracon-
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Figura 3. Vitalidad espermatica en el protocolo de congelacion en nitrégeno liquido
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cie canina. Sin embargo, el bajo
numero de animales utilizados en
este trabajo, hace necesario comple-
tar esta investigacion utilizando un
mayor nimero de animales y conser-
vando las muestras durante periodos
de tiempo mas largos.

Los objetivos de nuestra expe-
riencia consistian en valorar la cali-
dad seminal in vitro de semen crio-
conservado en un ultracongelador de
—152°C durante 12 meses, asi como
evaluar el grado de variabilidad indi-
vidual en la calidad seminal post-
congelacion de 5 machos de la raza
Dogo Canario.

Material y métodos
1) Animales

Los animales utilizados pertene-
cian a diferentes propietarios, que
nos cedian periddicamente sus perros
para la obtencion del semen. Se utili-
zaron 5 ejemplares de la raza Dogo
Canario, con edades entre 2-4 afios y
un peso medio de 48 kg. Un mes
antes de comenzar el estudio, los
perros fueron entrenados para la
obtencion de semen mediante esti-
mulacion manual.

2) Recogida y evaluacion seminal

El semen se recogia mediante
estimulacion manual sobre el bulbo
penenano, depositando el eyaculado
en un tubo de cristal calibrado y
atemperado [11, 20]. Se obtenia un
eyaculado semanal de cada perro,
durante un total de cuatro semanas
consecutivas. Por tanto, en esta expe-
riencia se utilizaron cuatro eyacula-
dos de cada uno de los cinco machos.

Inmediatamente tras la recogida,
la fraccion espermética era analizada
para determinar su volumen, concen-
tracion y motilidad, asi como el por-
centaje de vitalidad y de morfoano-
malias. El volumen seminal se deter-
minaba directamente en el tubo cali-
brado de recogida [21]. Para calcular
la concentracion, una alicuota de
semen se diluyo (1: 40) en solucion
salina formolada y tras colocar una
gota en un hemocitometro, se deter-
minaba la concentracion con un
microscopio oOptico [7, 22]. El por-
centaje de motilidad se calculaba por
valoracion de una muestra de semen,
usando un microscopio de contraste
de fases, provisto de una placa calen-
tadora (37°C), a 100 y 200 aumentos
[6, 13, 14].

El porcentaje de vitalidad y de
morfoanomalias se determind median-
te una extension de eosina-nigrosina
[6, 23], utilizando un microscopio de
contraste de fases a 1000 aumentos;
valorando un minimo de 200 esperma-
tozoides por eyaculado. Los espermato-
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zoides se clasificaron en vivos (mem-
brana intacta y ausencia de colora-
cioén) y muertos (membrana dafiada y
tefidos); ademas, las morfoanomali-
as se contabilizaron en funcién de su
localizacion (cabeza, cuello, pieza
intermedia o cola).

3) Procesado del semen

Los eyaculados de cada animal
fueron procesados de forma indivi-
dual. Cada eyaculado era centrifuga-
do a 700 g durante 5 minutos y el
plasma seminal fue retirado. A conti-
nuacion, los espermatozoides se
resuspendieron con 2 ml de Dilu-
yente-1 (DIL-1: 2.4 g TRIS, 14 g
acido citrico, 0.8 g glucosa, 0.06 Na
bencilpenicilina, 20 ml de yema de
huevo, 3% glicerol y agua destilada
hasta 100 ml, pH 6.5); posteriormen-
te, se determino la concentracion
espermatica y el volumen era ajusta-
do con el mismo DIL-1 a temperatu-
ra de nuestro laboratorio (20°C), para
conseguir una concentracion final de
200 x 10 espermatozoides/ ml. Esta
primera dilucion se sometia durante
una hora a un periodo de equilibrado
en el interior de una cdmara frigorifi-
caa4°C.

Tras el equilibrado, se afiadi6 el
Diluyente-2 (DIL-2: 2.4 g TRIS, 1.4
g acido citrico, 0.8 g glucosa, 0.06
Na bencilpenicilina, 20 ml de yema
de huevo, 1% Equex STM paste, 7%
de glicerol y agua destilada hasta 100
ml, pH 6.5) a 4°C, obteniendo una
concentracién final de 100 x 100
espermatozoides/ml, 5% de glicerol
y 0.5% de Equex. Finalmente, la
dilucion final de la muestra de semen
se empaquetaba en pajuelas de 0.5
ml, antes de someterse al proceso de
congelacion propiamente dicho. El
tiempo total transcurrido desde la
extraccion de la muestra de semen y
el inicio del protocolo de congelacion
era de aproximadamente 2 horas.

4) Congelacién seminal

Se utilizaron dos protocolos dife-
rentes de congelacion: (1) Las pajuelas

Figura 4. Vitalidad espermatica en el protocolo de congelacién con ultracongela-
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se congelaban en el interior de una
caja de poliestireno, situandolas en
un estante metalico a 4 cm por enci-
ma de la superficie de nitrogeno
liquido durante 15 minutos, permi-
tiendo que fuesen congeladas por
accion de los vapores de nitrogeno
liquido; finalmente las pajuelas se
sumergieron y conservaron en nitro-
geno liquido (protocolo NL). (2) Las
pajuelas se trasladaron directamente
desde la camara frigorifica hasta el
ultracongelador de —152°C en una
caja de poliestireno a 4°C (protocolo
UF). El modelo de ultracongelador

empleado fue el Sanyo -152°C
(MDF-1155 ATN, Sanyo Electric Co.
Japan) equipado con un monitor de
temperatura en el interior del conge-
lador. Antes de comenzar la experien-
cia, la curva de descenso de tempera-
tura del ultracongelador de —152°C
fue monitorizada para comprobar que
ocurria un descenso lento de tempe-
ratura (—5°C/minuto) desde 5°C a
—10°C, y un descenso rapido (-30°C/
minuto) desde —10°C a —100°C; por
debajo de esta t*, la curva de congela-
cion era de —10°C/minuto desde
—100°C a —130°C.
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5) Descongelacion del semen

Las descongelaciones se llevaron
a cabo los dias 1, 30, 60, 120 y 360 tras
la congelacion. La descongelacion se
realizaba sumergiendo las pajuelas
en un bafio Maria a 70°C durante 8
segundos [11, 14]. Una vez descon-
geladas, las muestras se colocaban en
el interior de un tubo de plastico que
contenia 2 ml de TRIS buffer (2.4 g
TRIS, 1.4 g acido citrico, 0.8 g glu-
cosa, 0.06 g Na-Bencilpenicilina y
hasta 100 ml de agua destilada, pH
6.51) y se mantenia a 37°C durante
toda la valoracion. Inmediatamente
tras la descongelacion, se valoraba
subjetivamente el porcentaje de moti-
lidad utilizando un microscopio de
contraste de fases, con una placa
calentadora (37°C), a 100 y 200
aumentos [14, 20]. El porcentaje de
vitalidad y morfoanomalias se deter-
minaba utilizando una extension de
eosina-nigrosina [14, 20] en un
microscopio de contraste de fases a
1000 aumentos. El numero de pajue-
las valoradas cada dia y para cada
protocolo de congelacion fue de 8
muestras/perro.

6) Analisis estadistico

Los resultados se presentan como
media + SEM. Los datos de motili-
dad, vitalidad y morfoanomalias fue-
ron analizados utilizando un analisis
de varianza repetido, de acuerdo con
un modelo lineal que considera el
efecto de los animales (cinco anima-
les), los protocolos de congelacion
(dos protocolos), el tiempo (1, 30, 60,
120y 360 dias) y las interacciones entre
ellos. Se determind que existian dife-
rencias significativas cuando P<0.05.

Resultados

La Tabla 1 muestra la calidad semi-
nal en fresco de los donantes. Al valorar
el volumen y la concentracion semi-
nal, se observaba que el macho 1 pre-
sentaba un menor volumen (p< 0.05)
que los machos 2 y 3, y una concen-
tracion significativamente mayor
(p<0.05) que los machos 4 y 5. No se

observaron diferencias significativas
en el porcentaje de motilidad y vitali-
dad cuando se comparaban entre si
los diferentes ejemplares; la motili-
dad tenia un valor alrededor del 90%
(rango individual: 85-95%) mientras
que la vitalidad media era superior al
94% (rango individual: 88-97%). El
nimero de morfoanomalias era infe-
rior al 10% en todos los perros, solo
el macho 1 mostraba un porcentaje
superior (p>0.1) de células anormales.

El porcentaje de motilidad
(media + SEM) obtenido a lo largo
del periodo experimental se expresa
en las Figuras 1 y 2. Con el protoco-
lo NL (Fig. 1), la motilidad se situaba
alrededor del 60-70% (rango: 59.5-
76.1%), no existiendo diferencias
significativas dentro de cada macho a
lo largo de todo el periodo experi-
mental; sin embargo, si se observa-
ban diferencias significativas cuando
los machos se comparaban entre si: a
los 120 y 360 dias post-congelacion,
los machos 1 y 4 presentaban una
motilidad significativamente mas
baja (p<0.05) con respecto a los
machos 2 y 5. Con la técnica de UF
(Fig. 2) se observaban porcentajes
similares de motilidad (rango: 57-
75.5%) dentro de cada macho, no
observandose diferencias significati-
vas en los cinco periodos valorados;
no obstante, cuando se comparaban

los ejemplares, existia un porcentaje
de motilidad superior (p<0.05) en los
machos 2, 3 y 5 que en los perros 1y
4, a los 60, 120 y 360 dias post-con-
gelacion. Por ultimo, no se observa-
ron diferencias significativas cuando
se compararon las dos técnicas de
congelacion.

Las Figuras 3 y 4 muestran los
valores (media + SEM) de vitalidad
observados durante toda la experien-
cia. Con el protocolo NL, la media de
vitalidad individual obtenida era
superior al 70% en todos los machos
(rango: 74.3-84%), no observandose
diferencias significativas entre perros
a lo largo de todo el periodo experi-
mental. Con el protocolo UF, la
media de vitalidad oscilaba ente un
69 y 89%; cuando se realizaba la
comparacion entre perros, se obser-
vaba que los machos 2 y 3 presenta-
ban un mayor porcentaje (p<0.05) de
espermatozoides vivos que el macho
4 alos 60, 120 y 360 dias post-con-
gelacion. Cuando se comparaban
ambas técnicas de congelacion, no se
observaban diferencias significativas
en los cinco periodos valorados, con
valores medios similares para cada
uno de los machos estudiados.

Finalmente, las Figuras 5 y 6
muestran el porcentaje de morfoano-
malias en cada macho durante el perio-
do experimental. Con ambos métodos

Figura 6. Porcentaje de morfoanomalias espermaticas en el protocolo de conge-

lacion en ultracongelador de —152°C
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(protocolos NL y UF), no se observa-
ron diferencias significativas, mos-
trando valores medios similares
durante todo el periodo experimental.
Cuando se comparaba a los ejempla-
res individualmente, se comprobaba
que existia un mayor porcentaje de
morfoanomalias los dias 60 y 120
post-congelacion (p<0.05, machos 1,
3y 4 versus machos 2 y 5) con la téc-

nica de NL.
Discusion

Este trabajo experimental mues-
tra, en primer lugar, que los resulta-
dos obtenidos in vitro después de
congelar y conservar el semen canino
con un ultracongelador de —152°C,
confirman plenamente los resultados
obtenidos en el estudio preliminar
desarrollado sobre un menor nimero
de donantes y durante un periodo de
tiempo mas corto [14]. Ademas, los
resultados de este estudio demuestran
claramente que existen variaciones
individuales significativas en la cali-
dad seminal post-congelacion.

Existe un gran nimero de traba-
jos que han tratado de establecer la
calidad del semen canino, antes y
después de la congelacion [3, 6, 16,
24]. La mayoria de esos trabajos de
investigacion han sido desarrollados
utilizando machos de diferentes razas
[9, 11, 13, 21] y so6lo existen unos
pocos trabajos donde la calidad semi-
nal se ha definido en una raza concre-
ta [25-27]. En nuestro estudio, en
fresco, los valores medios de motili-
dad y vitalidad eran similares o lige-
ramente superiores que los descritos
para otras razas caninas [25-27] o
tras la realizacion del pool seminal de
perros de razas diferentes [7.8,
28,29]. Ademas, el nimero de morfo-
anomalias era inferior al 10%, siendo
comparable con los resultados descri-
tos por la mayoria de los autores
[3,7,25,28]. Sin embargo, la concen-
tracion seminal de nuestros machos
(valor medio: 900 x 106 esp/ml) era
superior que los descritos en otros
estudios [11,15, 25-27]. Es probable,
que la mayor concentracion seminal

observada en el Dogo Canario sea
una caracteristica especifica de esta
raza; en diversos estudios, se muestra
que la produccion seminal es depen-
diente de la cantidad de tejido testi-
cular, por lo que los ejemplares de
razas grandes producen mayor nime-
ro de espermatozoides que los de
razas pequefias que tienen testiculos
mas pequeiios [30].

La motilidad espermatica es un
parametro basico para valorar la cali-
dad espermatica tanto antes como
después de someter las muestras a un
tratamiento de congelacion [3, 6, 9,
13]. En nuestro estudio, la motilidad
del semen congelado con el protoco-
lo NL oscilaba entre un 60-70%
durante todo el periodo experimental,
siendo nuestros resultados compara-
bles a los obtenidos en otros trabajos
que utilizan el nitrégeno liquido para
congelar y conservar semen canino
[4, 13, 21]. Dentro de cada ejemplar,
la motilidad espermatica se modifica-
ba muy ligeramente a lo largo del
periodo experimental, indicando que
este parametro seminal permanece
inalterable durante un afio tras la con-
gelacion. Sin embargo, se detectaron
pequenas diferencias entre machos
en la motilidad post-congelacion: en
fresco, la motilidad seminal no pre-
sentaba diferencias entre machos;
tras la congelacion, los machos 1y 4
mostraron valores mas bajos de moti-
lidad que los otros machos tanto a
corto (4 meses) como a largo (12
meses) plazo tras la congelacion.
Este hecho confirma que, en el Dogo
Canario, existe variabilidad indivi-
dual en la calidad seminal post-con-
gelacion.

Con la técnica del UF, todos los
machos, salvo el macho 4, mostraron
una motilidad seminal practicamente
similar a lo largo del periodo experi-
mental. Antes del presente estudio,
solo un trabajo previo habia valorado
la calidad seminal de muestras con-
geladas y conservadas con un UF du-
rante 4 meses [14]; en ese estudio, la
motilidad espermatica presentaba valo-
res medios en torno al 70%; los resul-
tados de nuestro estudio confirmaron

que, un afo tras la congelacion, la
motilidad seminal presentaba valores
similares a los observados en el estu-
dio preliminar [14]. Por otro lado,
cuando se comparaba entre ejempla-
res, se observaba que en tres de los
machos (machos 2, 3 y 5) la motili-
dad seminal presentaba valores supe-
riores a los de los machos 1 y 4. Esta
variabilidad individual se detectd en
ambas técnicas de congelacion,
demostrando que la variacién entre
individuos era independiente del pro-
tocolo de congelacion utilizado.

Con respecto a la vitalidad esper-
matica, en ambos protocolos de con-
gelacion, los valores medios de
espermatozoides vivos eran practica-
mente similares en las dos técnicas
(79% versus 80%, en los protocolos
NL y UF, respectivamente). En la
mayoria de estudios, tras la congela-
cién, el porcentaje de vitalidad del
semen canino variaba entre 50 y 80%
[3, 4, 12-14, 17]. Ademas, cuando se
comparaban entre si los diferentes
ejemplares, solo en el protocolo UF,
uno de los machos mostré un niimero
mayor de células muertas que el resto
de perros. Estos resultados indican
que la variabilidad individual tiene
menos influencia sobre el porcentaje
de vitalidad post-congelacion que en
el porcentaje de motilidad, especial-
mente en el protocolo NL.

En la mayoria de los estudios, el
porcentaje de morfoanomalias alcan-
za valores entre el 10-25% tras la
congelacion con nitrégeno liquido [3,
17] y en torno al 11% cuando se uti-
lizan ultracongeladores de —152°C
[14]. En nuestro estudio, el porcenta-
je de morfoanomalias con la técnica
NL mostraba un valor medio practi-
camente similar al observado cuando
se utilizaba el método de UF (9.7%
versus 10.0%, respectivamente). Con
el protocolo de NL, se detectaron dife-
rencias significativas entre los donan-
tes a los 2 y 4 meses; sin embargo,
con la técnica de UF, el porcentaje de
morfoanomalias se mantenia practi-
camente igual a lo largo de la expe-
riencia en todos los ejemplares.
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En nuestro estudio, las caracteris-
ticas seminales en fresco fueron prac-
ticamente similares entre todos los
machos; sin embargo, tras el procesa-
do y congelacion seminal, se obser-
varon diferencias en la calidad semi-
nal entre machos, especialmente en la
motilidad. En la especie porcina y en
rumiantes [32-34] ya se ha constata-
do una variabilidad en la calidad
seminal post-congelacion; sin embar-
g0, en la especie canina, cuando se
procesa el semen para ser congelado,
muchos estudios realizan un pool
seminal de diferentes machos y no se
suele desarrollar una congelacion
seminal individual. Nuestro estudio
confirma que el semen se comporta
de manera diferente frente a la con-
gelacion en funcion del individuo:
esta variabilidad individual se detec-
taba en ambos protocolos (NL y UF),
por lo que la variabilidad seminal
post-congelacion era independiente de
la técnica de congelacion empleada.

La motilidad progresiva es el
parametro mas frecuentemente deter-
minado para la evaluacion de la cali-
dad seminal del semen canino conge-
lado-descongelado [6, 8, 15]. Ademas,
otros estudios muestras una correla-
cion positiva entre el porcentaje de
motilidad progresiva del semen cani-
no y el porcentaje de morfoanomali-
as [14, 35]. Se puede afirmar que la
motilidad podria ser un buen indica-
dor de la calidad seminal post-conge-
lacién, y por tanto, ser un parametro
basico para determinar la capacidad
fértil del semen canino tras la conge-
lacion.

Los resultados obtenido in vitro
en el Dogo Canario confirman que el
uso de ultracongeladores de —152°C
es una técnica alternativa al nitroge-
no liquido para congelar y conservar
semen canino. Por otro lado, actual-
mente estamos desarrollando un estu-
dio in vivo en nuestro laboratorio,
donde 8 hembras de la raza Beagle se
han inseminado con semen congela-
do mediante la utilizacion de ultra-
congeladores y se han generado ges-
taciones positivas (comunicacion
personal). Este hecho confirma por

primera vez, que el semen canino
congelado con el método de UF sigue
siendo fértil. No obstante, el n° de
perras usadas es evidentemente bajo
y resulta esencial desarrollar expe-
riencias con un mayor n° de hembras,
para definir la tasa de fertilizacion
tras inseminacion con semen conge-
lado con el uso de ultracongeladores
de —152°C.
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