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Introduccion

Los antecedentes de la espermatizacion manual (EM) de los animales domésticos
datan de 1780, cuando Spallanzani consiguio, el nacimiento de una camada normal,
depositando esperma fresco directamente en el Gtero de una perra en celo.
Posteriormente, se desarrolla y extiende por todas las latitudes, siendo uno de los claros
ejemplos de la utilidad de la investigacion en la practica, hasta el punto de convertirse

en una importante técnica reproductiva, que entre otras tiene las siguientes ventajas:

- Empleando esperma de sementales de alto valor genético, permite realizar
programas de seleccion y mejora de razas.

- Se reducen los riesgos de difundir enfermedades sexuales debido, entre otros, al
control sanitario del donante de espermay la adicion de antibiéticos al mismo.

- Se superan las distancias mediante el transporte del esperma diluyoconservado,
reduciendo el coste y riesgo en el transporte de los animales.

- Posibilita que determinados individuos infértiles puedan tener descendencia.

Sin embargo, la EM del ganado caprino en Espafia se ha realizado de forma
experimental hasta finales de la década de los 90, tanto con esperma refrigerado como
congelado-descongelado (Vazquez y col., 1998), y es a partir de este momento en el que
se organizan grupos de investigacion con el fin de poner en marcha la metodologia de la
EM en esta especie (Tapia y Herrera, 1995; Carrizosa y col., 1997; Lorenzo y col.,
1997).

La conservacion del esperma en nitrégeno liquido a —196°C ha permitido
preservar por tiempo indefinido la viabilidad del mismo facilitando entre otros, la
mejora de la sanidad, optimizacion en el uso de sementales, aceleracion de programas
de mejora genética, homogeneidad en las producciones, disponibilidad de registros
genealdgicos, control de reproductores y conservacion de recursos zoogenéticos (BOE
n° 279/97). No obstante, el proceso de congelacion-descongelacion altera la calidad del
movimiento y velocidad del espermatozoide (Kayser y col., 1992; Pérez y col., 1997),
que hoy en dia se cuantifican de forma objetiva y precisa, mediante sistemas de analisis

de imagen computerizados (Tuli y col., 1992); asimismo, produce desestabilizacion de
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la membrana plasmatica del espermatozoide, y activa la reaccién acrosémica,
habiéndose indicado una influencia positiva de los diluyentes en mantener la estabilidad
de la misma (Blanch y col., 1988). La reaccion del acrosoma es un fenémeno fisiolégico
imprescindible para la fecundacion (Mann y Lutwak-Mann, 1981), que conlleva entre
otros cambios, la rotura del capuchon cefalico y liberacion del contenido acrosomico
(Das y Rajkonwar, 1994), pero también es un proceso degenerativo, que se puede
producir por muerte celular, agentes fisicos y quimicos entre otros. La aplicacion de
soluciones salinas junto a microscopia de contraste de fases (Weitze, 1977; Séderquist y
col., 1997), técnicas de tincién (Varner y col., 1987; Vazquez y col., 1992) o
fluorocromos especificos (Woelders, 1991; Johnson y col., 1996), son algunos de los
métodos utilizados para estudiar la integridad del acrosoma, existiendo técnicas
laboratoriales muy sensibles y precisas para valorarlo como son la fluorescencia y

citometria de flujo.

La entrada de Espafia en la Union Europea, abre nuevas perspectivas de trabajo en
el campo de la caprinotecnia, sobre todo porque esta especie es capaz de aprovechar
terrenos marginales incapaces de sostener otro tipo de ganaderia, lo que la convierte en
la especie de eleccion para muchas zonas del territorio espafiol. Por esto, Andalucia ha
sido una zona especialmente rica en diferentes razas de animales domésticos y a
diferencia de otras razas autoctonas, la Florida no ha presentado en los ultimos tiempos
un proceso de deterioro (Camacho y col., 1990), debido a su gran potencial productivo
lechero y elevada rusticidad para los sistemas de produccion tradicionales. Esta raza
andaluza descrita y estudiada por Sanchez (1988) y Sanchez y col. (1990 y 1992) cuenta
con un censo aproximado de 3.500 reproductoras (Libro Geneal6gico ACRIFLOR,
2003). Sin embargo, cabe destacar una considerable falta de conocimientos en el ambito
reproductivo, tanto del macho como de la hembra, y en particular en estudios sobre la
produccion y calidad del esperma que permitan establecer de una forma objetiva y

precisa el periodo 6ptimo de la actividad reproductiva del macho de la raza Florida.

Los conocimientos reproductivos actuales sobre la cabra Florida se han centrado

principalmente en la hembra, mediante la observacion de los periodos de cubricion y
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concentracion de parideras (Sanchez y col., 1995) y respuesta a tratamientos de
induccion y sincronizacién de celos (Dorado y col., 2002c). Sobre el macho existen
estudios realizados que reflejan el efecto de la estacionalidad sobre los parametros
reproductivos del mismo, como el tamafo testicular (Dorado y col., 2002a y b;
Rodriguez y col., 2003), produccion y calidad del esperma (Hidalgo y col., 2002 y
2003; Dorado y col., 2003). Por otra parte, existen trabajos realizados en otras razas y
latitudes que reflejan el efecto de la estacionalidad sobre la congelabilidad del esperma
(longevidad del movimiento, morfologia espermética e integridad de acrosoma entre

otros).
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Obijetivos

Con el presente trabajo pretendemos profundizar en el conocimiento de la
respuesta a la congelacion-descongelacion del esperma del macho cabrio de la raza
Florida, a fin de reducir las limitaciones condicionadas por las caracteristicas del
esperma propios de la especie, y su respuesta a los métodos de diluyoconservacion, con
el fin de poder crear bancos de esperma congelado de los machos de mayor valor
genético y aumentar asi las posibilidades de difusion de la raza mediante la

espermatizacion manual. Los objetivos especificos son los siguientes:

- Conocer de forma objetiva y precisa los parametros espermaticos (produccion y

calidad del esperma) a lo largo del afio.

- Valorar la influencia de la estacion y factores climaticos (fotoperiodo y
temperatura ambiental) sobre la produccion y calidad del esperma; asimismo
sobre la capacidad de congelacion-descongelacién, empleando dos diluyentes

diferentes.
- Valorar in vivo la capacidad fertilizante del esperma congelado-descongelado,

mediante espermatizacion manual de cabras sincronizadas con esponjas

vaginales.
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3.1 Factores que influyen en la produccién esperméatica del macho cabrio

La actividad reproductiva de los pequefios rumiantes esta influenciada, entre
otros, por factores estacionales (Pelletier y col., 1988) como el fotoperiodo (Branca y
Cappai, 1989; Delgadillo y col., 1991 y 1992; Delgadillo y Chemineau, 1992), cuya
accion se produce a nivel del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal mediante la via de la
glandula pineal. Esta glandula recibe las variaciones en las horas de luz / dia y actla
como mediador transformando los impulsos dpticos de la luz en descargas hormonales
de melatonina. Durante los dias cortos, la glandula pineal aumenta la sintesis y
secrecion de melatonina que actuaria a nivel del sistema nervioso central variando la
pulsatilidad de la secrecion de GnRH en el hipotdlamo. Esto supone, en ultima
instancia, un aumento de la secrecién de gonadotropinas LH, lo que favorecera el
crecimiento testicular y la secrecion de testosterona (Linoln G.A., 1980; Chemineau y
col., 1986). Por el contrario, cuando el fotoperiodo es ascendente, a traves del
mecanismo anteriormente citado se deprime la secrecion de LH y en consecuencia el
tamario testicular y la secrecidn de testosterona (Miyamoto y col., 1987; Pelletier y col.,
1988).

Sin embargo, la influencia del fotoperiodo depende a su vez de la localizacion
geografica, reduciéndose a medida que nos acercamos a los trépicos (Corteel, 1981;
Chemineau, 1986; Thimonier y col., 1986; Ritar, 1993). Asi pues, las variaciones en la
produccion espermatica son mas 0 menos marcadas, dependiendo de la latitud en la que
se ubican nuestras razas autoctonas (Vazquez y col., 1998), por encima de los 40°, las
variaciones estacionales son muy marcadas (Pérez, 1992; Karagiannidis y col., 2000),
entre 30°-40° se aprecia mayor produccion espermatica en verano y otofio (Skalet y col.,
1988; Roca y col., 1992b); sin embargo, la calidad seminal es aceptable durante todo el
afio (Rocay col., 1992a y b; Pérez y Mateos, 1996) en zonas situadas a menos de 30° de
latitud, donde los machos no presentan variaciones estacionales en la produccion de

células espermaticas (Chemineau, 1986).
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En zonas de clima tropical o subtropical, donde las variaciones del fotoperiodo a
lo largo del afio no son tan marcadas, cobran mayor importancia otros componentes
climéticos tales como la temperatura y la humedad relativa (Thimonier y col., 1986;
Pérez y Mateos, 1996), y quizas también la disponibilidad de alimento (Walkden-Brown
y col., 1993 y 1994; Pérez y Mateos, 1996), aunque la influencia directa de los mismos
sobre los parametros reproductivos de los pequefios rumiantes han sido poco estudiados.
Parece por tanto que las razas de clima tropical al igual que las autdctonas de la
Peninsula Ibérica, muestran una actividad reproductiva constante a lo largo de todo el
afio (Galina y col., 1985 en la Mejicana; Chemineau, 1986 en Criolla; Cabrera y col.,
1998a y b en la Agrupacion Caprina Canaria), respondiendo de forma diferente a

aquellas de paises europeos de mayores latitudes.

En el ganado caprino también se ha evidenciado que tanto el comportamiento
sexual como la calidad seminal varian en funcion de la edad y raza (Corteel, 1975c;
Chemineau, 1986; Roca y col., 1991a; Vazquez y col., 1998), aungue la libido puede
estar mas condicionada por la estacion del afio que por la propia edad de los animales
(Roca y col., 1991b), pudiéndose observar que el numero de montas, asi como de

copulas disminuyen durante semanas e incluso meses fuera de la estacién reproductiva.

Segun Corteel (1977), machos cabrios de raza Alpina en su habitat natural
producen esperma de buena calidad hacia los 6 meses de edad, mientras que en otras
razas y en otras latitudes esto ocurre con mas edad (Shina y col., 1981 en Jamunapari;
Bongso y col., 1982 en Malaya; Skalet y col., 1988; Chakraborty y col., 1989 en
Nubiana). Roca y col. (1991a) en Murciano-Granadina, observan una produccion
espermatica de buena calidad a partir de los 8-10 meses de edad, ademas de comprobar
que a partir de dicha edad el incremento de la misma no provoca efecto alguno sobre la

calidad seminal.
Para Pérez y Mateos (1996) y Karagiannidis y col. (2000), existen diferencias

estadisticamente significativas en las caracteristicas espermaticas entre razas, tanto

cuantitativas (volumen eyaculado, concentracion y numero de espermatozoides por
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eyaculado) como cualitativas (porcentaje de espermatozoides moviles, movimiento
progresivo y porcentaje de anomalias); y varios autores concluyen que hay variabilidad
individual en la produccidén espermatica, existiendo ademés una interaccion entre
machos y estacion, para los distintos pardmetros seminales (Roca y col., 1992b; Pérez y
Mateos, 1996; Cabrera y col., 1998a).

3.2 Pruebas de valoracion de la calidad del esperma

La viabilidad espermatica siempre ha sido asociada con la fertilidad potencial que
tiene una muestra de esperma (Uwland, 1984); sin embargo, las pruebas laboratoriales
actuales no permiten determinar con exactitud la fertilidad de un macho, ni ofrecen una
repetibilidad aceptable entre diferentes estudios (Graham y col., 1980). La capacidad
fecundante del esperma es una funcion biologica extremadamente compleja, que puede
verse afectada por multiples factores como el movimiento y concentracion espermatica,
reconocimiento celular, secreciéon y fusion de membranas, entre otras, por lo que para

poder valorarla serd necesario una integracion de varios métodos laboratoriales.

Por otro lado, los resultados de estas pruebas suelen estar influidos por multitud de
factores, entre los que destacamos la subjetividad de los ensayos, nimero de células
analizadas (Graham y col., 1990), sesgo del observador, errores sistematicos y
variabilidad inter e intrapersonal (Boixo, 1994). Las modernas tecnicas de
automatizacion (analizadores de imagen computerizados) permiten reducir la
variabilidad existente en la mayoria de las pruebas laboratoriales, pudiendo analizar de
forma objetiva, rapida y precisa un gran numero de células en un corto periodo de
tiempo. Actualmente existen nuevas tecnologias como sondas citoquimicas, HOS-test,
SPA-test, fluorescencia, estudios del ADN, etc, que permiten profundizar en el

conocimiento de la calidad del esperma con relacion a la fertilidad.
El eyaculado de macho cabrio, como el de morueco (Mann y Lutwak-Mann,

1981), es de escaso volumen (0.7-2 ml.), elevada concentracion espermatica (2-5 x 10°

spz/ml.), alto porcentaje de espermatozoides moviles (70-90%) y bajo porcentaje de
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anomalias (5-15%) (Evans y Maxwell, 1987; Chemineau y col., 1991; Roca y col.,
1992ay b).

El célculo del volumen eyaculado, junto con la concentracion espermatica, forman
parte de la valoracion macro y microscopica del esperma y son necesarios con el fin de

preparar las dosis que se van a diluyoconservar (Boixo, 1994).

Segin Véazquez y col. (1998), el volumen eyaculado varia en funcion del
individuo, edad y raza. Ademas, varios autores han apreciado que, junto a otros
parametros espermaticos, como la concentracion y el nimero de espermatozoides
moviles por eyaculado, el volumen se ve influenciado mas por la madurez sexual
adquirida por los machos (Corteel, 1975c; Summermatter y Fuschini, 1995) que por el

propio efecto de la estacion (Cabrera y col., 1998a).

Por otra parte, la actividad sexual o la frecuencia de recogida de esperma causan
alteracion de la calidad seminal de los animales domésticos (Foote, 1978). Jennings y
Mcweeney (1976) en morueco, observan que el volumen eyaculado, junto a la
concentracion y el nimero total de espermatozoides disminuyen significativamente tras
eyaculados consecutivos. De la misma manera se comporta el macho cabrio segin
refieren varios autores (Ritar y col, 1992 en la raza Angora; Cabrera y col., 1998a en la
Asociacion Caprina Canaria). En ovino Kaya y col. (2002) detallan una disminucion del
movimiento progresivo en los eyaculados de machos sometidos a una intensa actividad

sexual.

Actualmente, se considera que las pruebas laboratoriales que valoran el
movimiento espermatico proporcionan los datos mas importantes a cerca de la calidad
del esperma; sin embargo, estan sujetas por un lado a la subjetividad de la prueba y, por
otro, a la elevada sensibilidad de esta caracteristica de los espermatozoides durante la
manipulacion necesaria para su valoracion (Boixo, 1994). EI movimiento espermatico
ha venido valorandose de forma subjetiva mediante la estimacion visual microscopica

del porcentaje de células moviles, mostrando una gran variabilidad en su correlacién
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con la fertilidad (Uwland, 1984). Debido a esto, varios autores sefialan que otras
pruebas laboratoriales como la capacidad de penetracion del espermatozoide a través del
mucus cervical o gel de poliacrilamida (Eggert-Kruse y col., 1993) en tubos capilares
asi como, la técnica de filtracion en columna de Sephadex, desarrollada por Graham y
col. (1976), tienen mayor importancia que las pruebas de motilidad por simple

observacion microscopica (Pace y col., 1981; Mole y Fitzgerald, 1990)

Sin embargo, hoy en dia es posible determinar de forma objetiva y precisa este
parametro cinético mediante sistemas de analisis de imagen computerizados (Tuli y col.,
1992), destinados a la cuantificacion del movimiento y morfometria de los
espermatozoides de las diferentes especies, permitiendo observar sobre la muestra tanto
los pardmetros clasicos como el porcentaje de espermatozoides mdviles, asi como
calcular de forma automatica nuevos parametros relacionados con el movimiento, como
la velocidad y angularidad del mismo, ademas de otros derivados, entre los que destacan
la progresividad, velocidad en la trayectoria, linealidad, rectitud, desplazamiento lateral
de la cabeza y frecuencia del batido del flagelo.

Entre estos nuevos parametros cinéticos, hay dos que parecen destacar sobre los
deméas como principales indicadores del movimiento espermético, que son la velocidad
progresiva y el desplazamiento lateral de la cabeza (Aitken, 1990); si bien, Anel y col.
(1996) trabajando con esperma congelado-descongelado de morueco, observan
diferencias significativas en los valores medios de progresividad, linealidad, rectitud y

desplazamiento lateral de la cabeza entre el grupo de ovejas gestantes y no gestantes.

Las ventajas presentadas por estos equipos en la valoracién del movimiento
espermatico son, por un lado, que disminuyen la subjetividad de la estimacion visual, y,
por otro, que permiten transformar una estimacion cuantitativa en una cualitativa, ya

que facilitan el analisis del tipo de movimiento (Palmer y Magistrini, 1992).

Sin embargo, en la bibliografia consultada se encuentran diferencias en cuanto al

valor predictivo de los diferentes datos que ofrecen los analizadores de esperma entre
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laboratorios, incluso cuando se utilizan sistemas idénticos, y que podrian deberse a las
diferencias entre especies, asi como la falta de estandarizacion del método de trabajo.
Hasta la fecha no existen estudios sobre la caracterizacion del patron de movimiento
espermatico para las distintas especies animales, lo que seria un paso importante para
determinar aquellos pardmetros cinéticos mas relacionados con la fertilidad (Anel,
1999).

Varios autores sefialan que el porcentaje de espermatozoides moviles estd
influenciado entre otros factores, por la madurez sexual (Corteel, 1975¢; Summermatter
y Fuschini, 1995), estacién reproductiva (Corteel, 1975¢c y 1976) y porcentaje de
morfoanomalias (Karagiannidis y col., 2000); sin embargo, Ritar y col. (1992),
Summermatter y Fuschini (1995) y Cabrera y col. (1998a), no apreciaron una influencia

significativa del numero de eyaculados recolectados.

La concentracion espermatica es un parametro importante a la hora de valorar la
calidad de un eyaculado y preparar las dosis diluyoconservadas, no siendo conveniente
utilizar eyaculados cuya concentracién sea inferior a 2.5x10° espermatozoides/ml
(Evans y Maxwell, 1987).

La concentracion puede determinarse por metodos fotométricos o
espectofotométricos, siendo métodos indirectos que relacionan el grado de absorcion de
la luz que provocan los espermatozoides diluidos, mediante una curva de calibracion
determinada previamente por recuento microscépico en camara. Asimismo, pueden
realizarse recuentos muy precisos, aungue a mayor coste, con contadores de particulas
(Coulter Counter); aunque, presenta grandes dificultades de adaptacion para cada

especie animal.
La técnica del hemocitdmetro ha sido utilizada para determinar el namero de

particulas por unidad de volumen de un liquido, siendo el sistema mas barato y

empleado para determinar la concentracion; aunque, se presenta como un método
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laboratorial tedioso y con alta variabilidad frente a la espectrofotometria (Boixo y col.,
1987).

Varios autores coinciden en que al igual que en otros parametros espermaticos, la
concentracion muestra un patron estacional (Cabrera y col., 1998a y b; Karagiannidis y
col., 2000), pero no tan marcado como en el volumen eyaculado. Asi, Cabrera y col.
(1998a y b) en la Agrupacion Caprina Canaria, observan que la concentracion
esperméatica muestra un perfil estacional con minimos en otofio, pero sin llegar a
comprometer la viabilidad de los eyaculados, incrementandose durante el invierno y la

primavera.

La evaluacion morfoldgica clésica, incluida la acrosomal (Saacke, 1984) asi como
la gota citoplasmatica (Mann y Lutwak-Mann, 1981), ha sido utilizada durante afios

para estimar la calidad del esperma (Uwland, 1984).

Por diversos trabajos es conocida la correlacion entre el porcentaje de
espermatozoides morfoldgicamente anormales y la fertilidad de los animales
domésticos, incluido el ganado caprino, y en este sentido Evans y Maxwell (1987)
determinan que aquellos eyaculados de pequefios rumiantes que presenten entre un 15-
20% de células espermaticas anormales mantendran su capacidad fertilizante intacta.

Algunas morfoanomalias concretas se han asociado con fertilidad reducida, como
los nicleos anormales, espermatozoides decapitados, anormalidades de la pieza
intermedia y colas dobladas o enrolladas en espiral, asi como determinadas anomalias
heredables. Asimismo, cualquier defecto morfolégico debido a un proceso de
maduracion espermatica incompleta (defectos en la cola o pequefias diferencias
geométricas en la cabeza), puede acarrear un movimiento aberrante que incapacite al
espermatozoide para su progresion en el aparato genital femenino y posterior
fecundacion (Dresdner y Katz, 1981).

33



Revision Bibliogréafica

Conocido es el efecto que la estacion del afio tiene sobre la calidad espermatica,
provocando entre otros el aumento del porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente anormales (Karagiannidis y col., 2000) y de acrosomas dafiados.
Estas variaciones estacionales estan asociadas a cambios en las horas de luz y
variaciones de temperatura (Corteel, 1981; Colas y col.,1986), apreciandose un
incremento en el porcentaje de espermatozoides morfoldégicamente anormales durante

los dias largos (Colas, 1980 y Colas y col., 1986).

Roca y col. (1992a) en Murciano-Granadina, observan un incremento de las
formas anormales desde los meses de enero hasta abril, acompafiado de un aumento del
porcentaje de acrosomas dafiados desde enero a junio, coincidiendo con lo descrito por
Skalet y col. (1988) y Pérez y Mateos (1996) en machos cabrios raza Nubiana y Verata
respectivamente, asi como por Colas (1980); Amir y col. (1986) y Colas y col. (1986)

€n moruecos.

Por otro lado, la temperatura ambiente elevada ha sido considerada como un
importante factor detrimental de la calidad espermatica de los rumiantes, asi, en areas de
altas temperaturas generalmente se observa un incremento en la proporcion de
espermatozoides anormales (Colas, 1980; Corteel, 1981). Sin embargo, en estudios
sobre la calidad espermatica del macho Murciano-Granadino en la region Mediterranea,
se ha observado que la calidad del esperma fue mejor durante la época mas calurosa, lo
que demuestra que no se encuentra afectada por las altas temperaturas en estas latitudes
(Rocay col., 1992a).

En estudios previos, se ha demostrado la existencia de variacion estacional en el
diametro testicular del macho cabrio de raza Murciano—Granadina, con valores minimos
durante el invierno (Roca y col., 1991b), acompafiado de un descenso de la calidad
espermatica, reflejo no sélo del incremento de las horas de luz sino concomitante al
descenso del tamafio testicular. La asociacion de la calidad espermatica con el diametro

testicular ha sido ya documentado en pequefios rumiantes (Lincoln G.A., 1987).
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Varios autores han demostrado que la edad del macho ejerce una ligera influencia
sobre la aparicion de espermatozoides morfoldgicamente anormales en el esperma
caprino (Skalet y col., 1988; Roca y col., 1992a). Por otra parte, Karagiannidis y col.
(2000) concluyen que el porcentaje de espermatozoides anormales esta influenciado por
la condicion del macho y por el tiempo de recogida. Al mismo tiempo, Strzezek y col.
(1995) en cerdo y Kaya y col. (2002) en morueco, observan que la intensificacion del
ritmo de recogidas de esperma produce a su vez un incremento del nimero de

espermatozoides morfol6gicamente anormales.
3.3 Congelacion del esperma

3.3.1 Ventajas e inconvenientes de la congelacion de esperma

La diluyoconservacion del esperma ya sea refrigerado o congelado-descongelado,
es esencial para el desarrollo y la instauracion de los programas de espermatizacién
manual (EM) del ganado caprino. La refrigeracion del esperma a temperaturas de +5°C
y +15°C reduce las necesidades energéticas de los espermatozoides y permite por tanto
prolongar la viabilidad de los mismos durante varios dias, pero no asi su poder
fecundante que estd restringido a escasas horas. Sin embargo, la congelaciéon del
esperma a temperaturas de —196°C, preserva las caracteristicas espermaticas por tiempo
indefinido, y su aplicacién mediante EM incrementa el rendimiento reproductivo de los
machos, ademas de mantener y difundir el material genético previamente seleccionado,
aunque los indices de fecundidad del esperma a la descongelacion, son mas bajos que en
el empleo del esperma refrigerado, (Memon y Ott, 1981; Chauhan y Anand, 1990)
debido a las alteraciones que sufre la estructura y la funcionalidad de la membrana

durante los procesos de congelacion y descongelacion (Parks y Graham, 1992).

Ademas de los cambios fisicos de las membranas del espermatozoide durante el
proceso de congelacion-descongelacién, la bajada rapida de la temperatura o “choque
frio” se manifiesta por el aumento de la solubilidad de los gases (oxigeno doble y
anhidrido carbonico triple) y de la viscosidad de los coloides asi como por la salida de
ciertas sustancias intracelulares de importancia vital y su paso al medio exterior

(enzimas, lipoproteinas, ATP, potasio, fosfolipidos, etc).
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Mediante el trabajo experimental, se han desarrollado teorias sobre los factores
que pueden afectar a las células espermaticas, durante los procesos de congelacion-
descongelacion, encontrando ademas de la deshidratacion producida por la congelacion
y la concentracion de solutos, que el principal problema es la formacion de cristales de
hielo intracelulares originados a partir del agua de constitucion durante la fase del
cambio de estado y que son los que producen dafios irreversibles a nivel de la
membrana plasmaética cuando se invierte el proceso durante la descongelacion (Weitze y
Petzoldt, 1992). Segin Mazur (1985), el dafio celular se produce durante el proceso de
congelacion y descongelacion, a temperaturas entre —15°C y —60°C, y no durante el
almacenamiento en nitrégeno liquido. No obstante Pintado y Pérez (1992) aprecian
diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro a la
descongelacion tras veinticuatro horas de almacenamiento; frente a uno, tres, seis y doce

meses después de su congelacion.

Barrios y col. (1998) mediante el empleo de la microscopia electronica de barrido,
observan que el dafio ejercido por el choque-térmico en espermatozoides ovinos,
consiste en una desestructuracion de las membranas plasmatica y acrosomal, que
provoca un estallido y reciclamiento vesicular en gran parte de los componentes de la
membrana. Estas alteraciones de la membrana plasmatica del espermatozoide, reducen
por tanto el transporte espermatico y su viabilidad en el aparato genital de la hembra
(Mattner y col., 1969; Valcarcel y col., 1994).

3.3.2 Factores que influyen en la congelabilidad del esperma de macho cabrio

El grado de susceptibilidad, al dafio producido durante el proceso de congelacion-
descongelacion, depende de la combinacion de varios factores (Watson, 1995 y 2000)
entre los que destacamos la especie animal (Aguado y col., 1998; Sanz y col., 1999),
raza (Cochran y col., 1985; Karatzas y col., 1997; Aguado y col., 1998) e incluso el
propio individuo (Ritar y Salamon, 1991; Garde, 1993; Aguado y col., 1998), a causa de
las diferencias existentes en las caracteristicas de los lipidos integrantes de las

membranas celulares.
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Bien es conocido el efecto desfavorable del plasma seminal, sobre el grado de
congelabilidad del esperma caprino (Roy, 1957; Corteel, 1974). Para Ritar y Salamon
(1982), la separacion del plasma seminal, mediante centrifugacion, muestra un efecto
positivo sobre la viabilidad del esperma caprino congelado-descongelado (apartado
3.3.3.3, Pag. 44).

Por otro lado, en la bibliografia no existen muchos estudios sobre el efecto de la
estacion en el grado de congelabilidad del esperma caprino. Loubser y Niekerk (1983)
en machos de raza Angora, no encuentran un efecto significativo de la estacion sobre la
congelabilidad del esperma caprino. Sin embargo, en ovino si se ha demostrado la
existencia de un mayor grado de congelabilidad durante la estacion reproductiva (Colas
y Brice, 1976). Asimismo, Tuli y Holtz (1995) en estudios realizados en Alemania en la
raza Boer, observan que el porcentaje de espermatozoides mdviles y vivos a la
descongelacion, aumentan de forma significativa en eyaculados recolectados y

procesados durante la estacion reproductiva.

3.3.2.1 Integridad del acrosoma

La capacitacion es un fendmeno fisioldégico importante e imprescindible para la
fertilizacion del oocito (Cognie y col., 1991) que tiene lugar en el aparato genital
femenino, y consiste en una serie de modificaciones que incluyen la alteracion o perdida
de glicoproteinas periféricas, reordenacién de proteinas estructurales, reduccion del
colesterol y cambios en la distribucion y composicion de los fosfolipidos de membrana
(Yanagimachi, 1994). Pero también es un proceso degenerativo que se puede producir
por muerte celular, agentes fisicos (proceso de refrigeracion y congelacion-
descongelacion), quimicos, etc. Por esto la evaluacion de las distintas membranas del
espermatozoide (membrana plasmaética, acrosomal y mitocondrial) constituye una
prueba de valoracidon espermatica muy importante dada la gran trascendencia de estas
estructuras para la funcionalidad del espermatozoide (Didion y col., 1990; Graham y
col., 1990; Woelders, 1991), teniendo un gran valor predictivo de la fertilidad potencial

del esperma (Benoff y col., 1993; Bielsa y col., 1994). Asimismo, son varios los autores
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que obtienen una alta correlacion entre el porcentaje de espermatozoides con acrosoma
integro y la fertilidad (Saacke y White, 1972; Juneja y col., 1989).

Clasicamente, las pruebas de integridad de estas membranas, se realizaban
mediante observacion microscopica bajo iluminacion de contraste de fases (Weitze,
1977; Sdderquist y col., 1997), interferencia y fluorescencia (Harrison y Vickers, 1990;
Woelders, 1991; Johnson y col., 1996) o por técnicas tintoriales bajo iluminacion
normal (Varner y col., 1987; Vazquez y col., 1992). La bibliografia actual muestra, que
en los ultimos afios, se han desarrollado numerosas técnicas que se fundamentan en el
empleo de sustancias fluorescentes y en la capacidad de las membranas espermaticas
para permitir o no el paso de estas sustancias dependiendo de su estado funcional;
describiéndose técnicas de tincion simple o dobles, asi como fluorocromos (diacetato de
carboxifluorosceina, yoduro de propidio (PI), pisum sativum agglutinin lectin (PSA),
Hoechst 33342, SYBR-14, etc) para determinar la viabilidad de la célula espermatica
(Graham y col., 1990; Harrison y Vickers, 1990; Johnson y col., 1996).

Althose y Hopkins (1995) en cerdo, emplean dos colorantes fluorescentes,
Calceina AM (CAM) y homodimero de Etidio (EthD-1) que tienen la ventaja de evaluar
simultaneamente el porcentaje de espermatozoides con la membrana plasmatica intacta
y el movimiento espermatico (Rodriguez-Martinez y col., 1997). Para VVazquez y col.
(1992), el empleo de técnicas de triple tincion (TST) desarrolladas en espermatozoides
humanos (Talbot y Chacon, 1981) y adaptadas a las distintas especies animales como
raton (Talbot y Chacon, 1981), toro (Didion y Graves, 1986), caballo (Varner y col.,
1987) y macho cabrio (Kusunoki y col., 1989), permiten diferenciar de forma conjunta
la integridad del acrosoma y la viabilidad de las células espermaticas, mediante el
empleo de tres colorantes, el azul Tripan (colorante vital), marrén Bismark (colorante

postacrosdmico) y rosa de Bengala (colorante acrosémico).
Otra técnica similar a las descritas es la del colorante del ADN H33258, sustancia

fluorescente que no penetra en celulas espermaticas cuya membrana esté intacta,

haciéndolo, sin embargo, en las que su membrana esté dafiada (Cross y col., 1986),
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uniéndose al ADN y presentando por tanto estos espermatozoides una mayor

fluorescencia.

Durante el proceso de congelacion-descongelacion del esperma, se produce una
alteracion de la permeabilidad de la membrana plasmatica (Hammerstedt y col., 1990;
Parks y Graham, 1992), asi como una alteracion de la integridad de la membrana
acrosomal (Aisen y col., 2000), que producen la liberacién de varias enzimas
especificas (Salisbury y col., 1978) entre las que destacamos la acrosina (Francavilla y
col., 1994) y la hialuronidasa que ademas de jugar un papel importante en el proceso de
la fertilizacion (McRorie y col., 1974) son indicadoras de la alteracion del acrosoma
durante el procesamiento (Mancini y col., 1964) y congelacién del esperma (Foulkes y
Watson, 1995), y, por tanto, aportan informacién sobre la calidad espermatica. Al
mismo tiempo, la fosfatasa acida y alcalina, las transaminasas (GOT y GPT) y la lactico
deshidrogenasa, tienen un papel esencial en el metabolismo espermatico aportando la
energia necesaria para la supervivencia, movimiento y fertilidad del espermatozoide, y
presentan una correlacion positiva con el dafio acrosomal (Chauhan y col., 1994). En
base a esto, algunas pruebas enzimaticas tiene como objetivo determinar la presencia de
estas enzimas intracelulares en el plasma seminal como marcadores del dafio celular
producido en el espermatozoide durante el proceso de congelacién-descongelacion
(Singh y col., 1992), habiéndose demostrado su correlacion con la fertilidad (Pace y
col., 1981).

En los ultimos afios, se han propuesto ensayos laboratoriales de valoracion directa
de la capacidad de los glicosaminoglucanos, para inducir la reaccién acrosémica in vitro
(Whitfield y Parkinson, 1992), asi como la aplicacion de sondas citoquimicas (lectinas,
anticuerpos monoclonales, enzimas, clortetraciclina, etc.) que se unirdn de forma
especifica a determinados lugares de la membrana acrosomal, empledndose como
métodos diagndsticos de la maduracion e integridad de acrosoma de los
espermatozoides (Rajamahendran y col., 1994; Marti y col., 1998).
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Ultimamente se estan empleando pruebas de determinacion de la actividad
mitocondrial mediante la utilizacion de sustancias fluorescentes como la rodamina 123
(Graham vy col., 1990), MITO o el JC-1 (Graham y col., 1990; Ericsson y col., 1993;
Garner y col., 1997). Asimismo, se estan empleando otras sustancias como el Lyso
Tracker Green DND-26 para identificar por medio de la citometria de flujo los

acrosomas intactos (Graham y col., 1990; Johnson y col., 1996).

3.3.2.1.1 Factores que influyen en el porcentaje de acrosomas dafiados

Como la mayoria de parametros espermaticos, el porcentaje de espermatozoides
con acrosoma dafiado sigue un perfil estacional aunque distinto al presentado por la
morfologia espermatica, con méximos durante el invierno y primavera (Roca y col.,

1992b en Murciano-Granadina).

Al igual que en el esperma de morueco (Amir y col., 1986), en eyaculados de
macho cabrio en los que existen espermatozoides con acrosoma dafiado, a veces suelen
encontrarse otros defectos en la cabeza y en la pieza intermedia. Por otro lado, varios
autores han observado que el porcentaje de acrosomas dafiados aumenta con la edad, si
bien lo hacen de manera no significativa (Skalet y col., 1988 en Nubiana; Roca y col.,
1991a en Murciano-Granadina). Esto mismo se ha puesto de manifiesto en otras
especies como en morueco de raza Yankasa (Osinowo y col., 1988), toro y cerdo
(Lotze, 1989).

Chauhan y Anand (1990) observan que el porcentaje de espermatozoides con
acrosoma integro, no se ve afectado por la centrifugacion, realizada para separar el
plasma seminal (Coelho y col., 1995), dilucion del esperma, refrigeracion a +5°C,
glicerolizacion y equilibrado; sin embargo, durante el proceso de congelacion-
descongelacion del esperma, de las distintas especies, si se produce un aumento
significativo del dafio acrosomal (Pascual y col., 1993; Singh y col., 1995; Garcia y col.,
1996; Ollero y col., 1996). Bag y col. (2002b), en morueco, observan que la temperatura
inicial de congelacion, tiene un efecto significativo sobre el porcentaje de

espermatozoides con acrosoma integro tras el periodo de incubacion. Para Valcarcel y
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col. (1994) en morueco, el porcentaje de membranas integras después de la congelacion,
se reduce en un 70%; encontrando ademas una correlacion positiva con el movimiento

tras 8 horas de incubacion a +37°C.

Chauhan y col. (1994), mediante microscopia electronica, describen los cambios
sufridos en la ultraestructura del espermatozoide durante el proceso de congelacion-
descongelacion, consistiendo en una protusion del capuchén cefalico, colas partidas,
hinchamiento del acrosoma y pérdida del contenido acrosomal. Del mismo modo,
periodos de incubacion prolongados, asi como, elevada temperatura de incubacion son
también causa de deterioro y cambios en la membrana plasmatica y acrosomica del
espermatozoide de morueco (Saacke y White, 1972; Bag y col., 2002). Para Lopez y
col. (1999) en morueco, el dafio provocado por periodos prolongados de incubacién esta
mas asociado al dafo en la membrana plasmatica, mientras que una mayor temperatura
de incubacion provocaria tanto dafio en la membrana plasmatica como en la acrosémica.
Asimismo, Glogowski y col. (1998) en verraco, observan una relacion linear entre la
actividad de la acrosina y el tiempo de incubacion en un rango de 15 a 60 minutos.
Ademas, aprecian que la actividad de la acrosina medida a +20°C es menor que cuando
es medida a +25°C, +30°C y +37°C, aungue no observan diferencias significativas entre

estas tres Gltimas temperaturas.

Singh y col. (1996), mediante determinacion enzimatica, observan que la
integridad de acrosoma se ve influenciada por el diluyente empleado durante el proceso
de congelacién-descongelacion, demostrando que aquellos diluyentes que contienen
lactosa sola o en combinacién con glicerol como crioprotectores presentan mejores
porcentajes de viabilidad, movimiento, morfologia espermética e integridad de
acrosoma (Singh y col., 1995). Otros estudios han aportado conclusiones similares en
otras especies como el toro (Buruiana y col., 1980), bufalo (Singh y col, 1992) y
morueco (Nehring, 1988).
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3.3.3 Meétodo de congelacion y descongelacion

3.3.3.1 Diluyentes empleados en la congelacion-descongelacion del esperma
caprino

Muy pocos espermatozoides sobreviven al proceso de congelacién-descongelacion

en ausencia de soluciones diluyoconservadoras adecuadas que incorporen agentes

crioprotectores. En 1982 Graham y col. sefialan, entre las caracteristicas que debe

proporcionar un buen diluyente, mantener una adecuada presién osmética y equilibrio

electrolitico, poseer compuestos con propiedades quelantes y proporcionar un pK de 7

dado la baja capacidad tampén del plasma seminal.

Aunque la dilucion del esperma caprino se ha venido realizando con diluyentes a
base de leche descremada reconstituida (Corteel, 1974) y con combinaciones de Tris-
yema de huevo-glucosa (Ritar y Salamon, 1982), dextrosa-acido citrico (Chandler,
1988); o &cido citrico-yema de huevo (Memon y Ott., 1981); el diluyente universal Tris-
acido citrico-fructosa ha proporcionado Optimos resultados desde su utilizacién por
Ritar y Salamon (1982). Varios trabajos han demostrado que los compuestos aminicos
(Tes, Bes, Hepes y Pipes) son los que cumplen en su mayor parte con la lista de
aportaciones ideales en la proteccion espermatica, manteniendo un pH constante ademas
de permitir la inclusion posterior de crioprotectores no penetrantes como la yema de
huevo a distintas proporciones (Grahamy col., 1972; Dunner y Vazquez, 1991; Pintado,
1991).

Deka y Rao (1987) en un estudio comparativo entre diluyentes cominmente
empleados en la congelacién de esperma caprino, observan un mayor grado de
congelabilidad para el diluyente Tris-yema de huevo-glicerol con respecto al resto de
diluyentes (leche desnatada, citrato-yema de huevo, rafinosa-yema de huevo-glicerol),
asi como, un mayor movimiento espermatico e integridad de acrosoma a la
descongelacion. Resultados similares obtienen Chauhan y Anand (1990) estudiando las
caracteristicas espermaticas a la descongelacion en tres diluyentes diferentes (Tris-yema
de huevo, Citrato-glucosa-yema de huevo y leche desnatada-yema de huevo), Pintado y
col. (1991) en cinco (Citrato- yema de huevo, diluyente de Cornell, leche descremada,
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Tris-acido citrico-glucosa y Tris-acido citrico-fructosa), Tuli y Holtz (1992) en cuatro
(Tris-acido citrico, Tes-Tris, Tes-hidroxido de sodio y Bes-hidréxido de sodio) y Pérez
y Mateos (1995) en tres diluyentes (Tris-yema de huevo, Leche y Yema de huevo-
Leche). En cuanto al esperma refrigerado Dunner (1991a y b) empleando dieciséis
diluyentes diferentes con esperma de machos Murciano-Granadinos, obtiene resultados
de movimiento e integridad de acrosoma significativamente superiores para las
combinaciones de Tris, sobre todo Tris-Tes y Tris-Pipes. Y en bufalo, Sukhija (1984)
también obtiene mayores porcentajes de movimiento espermatico, espermatozoides
Vivos y acrosomas integros en esperma congelado-descongelado con los diluyentes Tris

y Tes-Tris frente a Bes y Tes.

3.3.3.2 Papel de la yema de huevo en la congelacidn del esperma caprino

Phillips y Lardy (1940) fueron los primeros autores en describir, el efecto
protector que la yema de huevo tiene, sobre la membrana espermatica y acrosoma del
espermatozoide frente al “choque frio”, siendo un constituyente habitual de los
diluyentes usados en la congelacion del esperma. La yema de huevo posee una fraccion
de lipoproteinas de baja densidad, concretamente de fosfolipidos, que se ha demostrado
tiene un efecto crioprotector del espermatozoide durante el proceso de refrigeracion y
congelacion-descongelacion. EI mecanismo por el cual estos fosfolipidos protegen la
membrana espermatica no es del todo conocido, aunque se cree que pueden prevenir la

pérdida de fosfolipidos que la misma sufre durante el choque frio.

Sin embargo, se sabe que la congelacion del esperma caprino, empleando
diluyentes que contengan yema de huevo, es complicada debido a la presencia de una
fosfolipasa A (egg yolk coagulating enzyme, EYCE) en el plasma seminal (Roy, 1957),
producida por las glandulas de Cowper y que cataliza la hidrlisis, en presencia de Ca*?,
de las lecitinas de la yema de huevo produciendo &cidos grasos y lisolecitinas con efecto
toxico directo sobre los espermatozoides (Roy, 1957; Corteel, 1975b y 1980; Nunes,
1982 y Pellicer y Combarnous, 1994), ejerciendo un efecto desfavorable sobre la
fertilidad del esperma (Roy, 1957; Iritani y Nishikawa, 1963; Ritar y Salamon, 1982).
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Por todo esto, en la congelacion del esperma caprino, el porcentaje de yema de
huevo empleado en las soluciones diluyoconservadoras, normalmente es menor al
utilizado en la congelacién de esperma de toro o morueco. Asi Memon y col. (1985),
indican una drastica disminucién de la viabilidad espermaética, cuando el esperma no
centrifugado se diluye en soluciones que contienen un 11% de yema de huevo; y segun
Ritar y Salamon (1982 y 1991), las concentraciones de yema de huevo superiores al
1.5% provocan un efecto depresivo sobre la viabilidad del esperma no centrifugado,
provocando una coagulacion del medio y muerte celular tras 2 horas de incubacién a
+37°C. Sin embargo, Dunner (1993) no aprecia este descenso en la viabilidad del
esperma cuando emplea diluyentes con una concentracion de yema de huevo del 3% y
12%; Pérez y Mateos (1995) obtienen mejores resultados a la descongelacion cuando
emplean concentraciones de 9% y 12%; y Gracia y col. (1998) en machos de la
Agrupacion Caprina Canaria, obtienen una mayor calidad del esperma congelado-
descongelado a medida que el diluyente incorporaba mayor proporcién de yema de
huevo (12%). Roca y col. (1997) consideran que la razén de estas divergencias entre
autores pudiera deberse a diferencias en la concentracion de EYCE entre razas, aunque
hasta la fecha éstas no se han demostrado, pero si se ha sugerido la presencia de
diferencias bajo la influencia de la estacion y entre individuos (Iritani y col., 1964; Ritar
y Salamon, 1982 y 1991). Asimismo, Iritani y Nishikawa (1961) indican que el plasma
seminal del toro, morueco, cerdo y conejo no contienen la enzima EYCE. Por otra parte,
la hidrélisis de las lecitinas de la yema de huevo depende, entre otros, de la
disponibilidad de calcio (Roy, 1957), pH, temperatura y de la concentracién de plasma

seminal (Iritani y Nishikawa, 1961).

3.3.3.3 Efecto de la separacion del plasma seminal sobre el grado de
congelabilidad del esperma caprino

El efecto toxico que la hidrolisis de la yema de huevo tiene sobre los

espermatozoides, puede ser reducido mediante la separacion del plasma seminal por

centrifugacion previa dilucion del esperma (Corteel, 1974; Memon y col., 1982),

mejorando asi la viabilidad de las células espermaéticas tras el proceso de congelacion-

descongelacion (Corteel, 1974, 1975b y 1992; Ritar y Salamon, 1982; Memon y col.,
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1985), o en su defecto tendremos que disminuir la concentracién de yema de huevo
presente en el diluyente (Ritar y Salamon, 1982 y 1991; Ritar y col., 1990; Ritar y Ball,
1993) o emplear altas diluciones de esperma (Chauhan y Anand, 1990).

Varios autores observan que el esperma centrifugado puede preservarse a bajas
temperaturas tras diluirlo en soluciones Tris que contengan altas concentraciones de
yema de huevo (Ritar y Salamon, 1982; Chauhan y Anand, 1990; Corteel, 1974, 1977 y
1992). Pellicer-Rubio y Combarnous (1998), utilizando diluyentes a base de leche,
verifican también que el plasma seminal ejerce una accién negativa en el proceso de
congelacion y aconsejan su eliminacion mediante centrifugacion; eliminacién que Ritar
y Salamon (1982) realizan con el esperma fresco y tanto sea dentro como fuera de la
estacion reproductiva (Corteel, 1974 y 1977; Nunes y col., 1982; Ritar y Salamon,
1982; Machado y Simplicio, 1992). Asi, varios autores indican separar el plasma
seminal por centrifugacion previa dilucion, con el fin de evitar el efecto detrimental que
tienen sobre el movimiento espermatico, integridad de acrosoma y respiracion (Nunes y
col., 1982; Memon y col., 1985). No obstante, los efectos de la centrifugacion son
diferentes dependiendo de la intensidad del lavado (Ritar y Salamon, 1982) y del
diluyente utilizado (Corteel, 1975b; Ritar y Salamon, 1991). Entre las ventajas
inherentes se ha demostrado que la centrifugacién conlleva la pérdida segun autores del
6% (Ritar y Salamon, 1982), 10% (Corteel, 1974; Dunner y Vazquez, 1991) y 15%

(Leboeuf, 1992) de las células espermaticas.

Mateos y Pérez (1994) opinan que el efecto de la centrifugacién depende del
diluyente que se emplee. Existen trabajos en los que se utilizan diluyentes que contienen
compuestos aminicos, y que aun no encontrando diferencias significativas, los valores
medios obtenidos con esperma centrifugado, proporcionan cifras de viabilidad in vitro
mas bajas que cuando no habia sido centrifugado (Ritar y Salamon, 1983; Chauhan y
Anand, 1990; Tuli y Holtz, 1992 y 1994; Véazquez y col., 1998; Azerédo y col., 2001).
Tuli y Holtz (1994), concluyen que la ausencia del plasma seminal induce un
incremento del porcentaje de células con membranas dafadas, y que coincide con lo

observado por Maxwell y col. (1997) mediante citometria de flujo. Sin embargo,
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Azerédo y col. (2001) utilizando fluorocromos para la valoracion de la integridad del
acrosoma, no observa diferencias significativas entre el esperma centrifugado y sin

centrifugar.

Sin embargo, Mateos y Pérez (1994) trabajando con esperma diluyoconservado en
Tris-yema de huevo (3%), observan que el centrifugado del mismo proporciona una
mejor viabilidad a la descongelacion en cuanto a porcentaje de espermatozoides moviles
y calidad de movimiento, mostrando resultados similares en cuanto a porcentaje de
acrosomas dafiados e inferior porcentaje de formas anormales. Sin embargo, Memon y
col. (1985) empleando tres soluciones diluyoconservadoras diferentes, no encuentran

efecto del diluyente sobre el proceso de centrifugacion.

También se conocen las variaciones en la eficacia de la separacion del plasma
seminal en funcion de la concentracion espermatica de la muestra. En este sentido,
Corteel (1990) determiné para las razas Alpina y Saanen, que debemos aplicar solucién
de lavado hasta obtener una concentracién espermatica de 200-400 x 10° spz/ml. Ritar y
Salamon (1982) en Angora, observan una mayor tasa de viabilidad en esperma
congelado-descongelado con diluyente Tris-yema de huevo al 12%, realizando un doble

centrifugado con solucién de lavado al 1:10 y 1:20.

Tuli y Holtz (1994) trabajando con machos de raza Boer, aprecian un menor
descenso del movimiento progresivo y porcentaje de espermatozoides vivos a la
descongelacion del esperma diluyoconservado con yema de huevo y sin centrifugar.
Ritar y Salamon (1983), Ozsar y col. (1988) y Pérez (1988) obtienen resultados
similares empleando diluyentes Tris-yema de huevo-glicerol y leche en la congelacion
del esperma caprino, ya sea centrifugado o no. Sin embargo, Deka y Rao (1987) no

apreciaron diferencias significativas entre el esperma centrifugado y sin centrifugar.
No obstante, otros autores aprecian que el esperma caprino no centrifugado puede

también ser diluyoconservado a +5°C en diluyente Tris con un 1.5-2% de yema de

huevo (Ritar y Salamon, 1982 y 1991 en Angora; Roca y col., 1997 en Murciano-
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Granadina). Azerédo y col. (2001) en 3 machos Saanen, observan que el proceso de
centrifugacion causa un descenso del movimiento tras la refrigeracion y congelacion-
descongelacion. Estos resultados coinciden con lo descrito por Ritar y Salamon (1983),
Chauhan y Anand (1990) y Tuli y Holtz (1994).

Otros investigadores por el contrario tienen como objetivo eliminar la fase de
centrifugacion del esperma caprino para separar el plasma seminal, o por lo menos
simplificar el proceso de congelacion a través de la identificacion y neutralizacion del
factor enzimatico presente en las secreciones de las glandulas bulbouretrales, o a través
del desarrollo de medios sintéticos o semi-sintéticos capaces de preservar la fertilidad
espermatica. Por otro lado, otros autores sefialan el efecto positivo de la adicion a los
diluyentes de esperma, de otras sustancias menos comunes como el agua de coco (Salles
y Nunes, 1993), saliva 0 extractos vegetales (Garcia y Ruttle, 1987), diferentes
sustancias con efecto tampon (Tuli y Holtz, 1992; Dunner, 1993) o preparados de

lipidos purificados (Graham y Foote, 1987).

Graham y col. (1971) utilizaron sustancias tensoactivas en ensayos de congelacion
de esperma porcino, y de los setenta y ocho compuestos ensayados, la adicion al
diluyente de congelacion de un detergente comercial (Orvus Es Paste, OEP) utilizado de
forma rutinaria en la congelacién de esperma porcino y equino (Martin y col., 1978;
Cochran y col., 1984), demostré tener un efecto favorable sobre la integridad del
acrosoma. Hoy por hoy, el mecanismo de accién de los detergentes no se conocen con
total exactitud pero el efecto beneficioso que tienen sobre el movimiento espermatico e
integridad de acrosoma, se relaciona con la concentracion de yema de huevo existente

en el diluyente (Graham y Cabro, 1972).

3.3.3.4 Adicion de antibioticos a las soluciones diluyoconservadoras

La adicién de antibidticos se ha convertido en un hecho rutinario ya que se
consigue controlar el crecimiento de la flora bacteriana en el eyaculado, si bien no
existen muchos trabajos sobre el efecto de los antibidticos en el esperma caprino.

Aunque en principio la accion de estas sustancias fue considerada beneficiosa para el
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esperma, pueden ejercer un cierto efecto espermicida (Ahmad, 1987) o alterar alguna de
los pardmetros espermaticos, sobre todo los relacionados con el movimiento (Jasko y
col., 1993). En el toro Ahmad (1987), entre otros, concluye que la mayoria de los
antibioticos pueden ser utilizados sin problemas para el control del crecimiento
bacteriano, si bien encuentra algunas diferencias en funcion del tipo de diluyente
empleado. Ericsson y col. (1990) tampoco aprecian que la adicion de antibioticos altere
de forma significativa la viabilidad de los espermatozoides, no apareciendo efectos
adversos sobre la calidad el esperma congelado-descongelado de toro. Asimismo, Anel
y col. (1998) comprueban que la adicion de ciertos antibioticos en el diluyente de
congelacion del esperma ovino, no tiene efectos adversos sobre las caracteristicas
seminales (movimiento e integridad de acrosoma y de membrana plasmatica) del

esperma congelado-descongelado de morueco.

3.3.3.5 Caracteristicas de las dosis para espermatizacion manual

Unas de las causas por las que la espermatizacion manual con esperma congelado
(EM), del ganado caprino, no se haya desarrollado satisfactoriamente, es debido al bajo
numero de dosis congeladas que se obtienen por eyaculado. Ademas el numero de dosis,
estd relacionado con el procesado del esperma y el tipo de espermatizacion (Artiga y
col., 1993).

Existen varios trabajos en ovino que comparan los resultados de fertilidad
variando el nimero de espermatozoides por dosis; sin embargo son escasas este tipo de
experiencias en el ganado caprino. Entwiste y Martin (1972) no observan diferencias
significativas tras espermatizar variando el nimero de espermatozoides por dosis de 50
a 100 millones. Colas (1979) no aprecia diferencias significativas tras emplear dosis de
0.5 ml a concentraciones de 500, 400 y 300 millones por via cervical. Zlatarev (1976)
indica que el numero de espermatozoides éptimo para realizar una espermatizacion
manual es de 80 millones en un volumen de 0.2 ml, llegando ademas a la conclusion
que el empleo de dosis de 40 millones provocan un descenso significativo de la
fertilidad.
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Martin y Watson (1976) utilizaron dosis de 100 millones de espermatozoides y
consiguieron unos resultados de fertilidad superiores a los obtenidos con 25 millones.
Schindler y Amir (1973) no encontraron diferencias significativas al varia la
concentracion de las dosis de 120 a 80 y 40 millones en volimenes de 0.15, 0.10 y 0.05
ml respectivamente. Laghford (1982) tras realizar la espermatizacion manual con
esperma diluido a 200-400 millones en un volumen de 0.5 ml no observé diferencias
significativas con los resultados obtenidos mediante monta natural en ovejas con celo
inducido. Ademas concluye que el uso de dosis con una concentracion inferior a 100
millones de espermatozoides, en un volumen de 0.5 ml, provoca un marcado descenso
de la fertilidad.

No obstante los progresos conseguidos en la congelacién del esperma caprino
junto a la técnica de espermatizacion manual, han permitido reducir el nidmero de
espermatozoides hasta 60-100 millones espermatozoides moviles por dosis, sin
disminuir de forma significativa la fertilidad (Evans y Maxwell, 1987; Corteel y
col.,1988; Corteel y Leboeuf, 1990). Sin embargo, para Romano y Fernandez-Abella
(1997), el minimo numero de espermatozoides requeridos para obtener Optimos
resultados en la espermatizacion manual del ganado caprino es de 120 millones
espermatozoides por dosis seminal, frente a sélo 60 millones espermatozoides para un
salto en monta natural (Fulkerson y col., 1982). Vazquez y col. (1998) recomiendan
emplear dosis con 100 millones espermatozoides viables en volimenes de 0.25 ml,

cuando trabajamos con nuestras razas autoctonas.

3.3.3.6 Adicion de crioprotectores a los diluyentes del esperma caprino

Aunque en la bibliografia se recogen gran variedad de agentes crioprotectores que
se pueden emplear en la congelacién, como el glicerol, el DMSO, el 1,2-propanodiol y
el etilenglicol; azicares como la glucosa, fructosa, sacarosa, rafinosa y la lactosa; y
proteinas y lipoproteinas como la yema de huevo o suero sanguineo, el glicerol ha
venido empleandose de forma casi exclusiva en la conservacion del esperma caprino

desde su descubrimiento por Polge, Smith y Parkes (1949).
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Para Singh y col. (1995), el glicerol sélo o en combinacién con la lactosa obtiene
mejores resultados de movimiento progresivo, integridad de acrosoma y porcentaje de
espermatozoides vivos a la descongelacion que el DMSO. Resultados similares
obtuvieron Molinia y col. (1994) en estudios realizados sobre la incorporacion de

crioprotectores penetrantes en los diluyentes de congelacion de esperma ovino.

El DMSO penetra de forma rapida a través de la membrana plasmética del
espermatozoide, ejerciendo su accién crioprotectora, no obstante en morueco se ha
observado un efecto toxico durante el proceso de refrigeracion, disminuyendo la
viabilidad del esperma a la descongelacion (Jones, 1965). Sin embargo, el glicerol
aunque no se conoce completamente su efecto criprotector durante el proceso de
refrigeracion y congelacion-descongelacion, penetra a menor concentracion
equilibrando la presion osmotica e interfiriendo en el incremento de solutos para
impedir la nucleacion y la formacion de cristales de hielo (Meryman, 1966).
Recientemente se ha descubierto, que el glicerol forma ademas fuertes uniones con los
fosfolipidos de la membrana plasmatica del espermatozoide, durante el proceso de
congelacion (Anchordoguy y col., 1987) e interacciona con ella, uniéndose a proteinas y
glicoproteinas (Armitage, 1986), lo que le confiere la mejor efectividad como

crioprotector (Molinia y col., 1994).

Bien es conocido que el efecto crioprotector del glicerol depende de su
concentracion (Colas, 1975; Watson y Martin, 1975; Joshi, 1990); sin embargo, la
literatura no coincide en la proporcion de glicerol a afadir con el fin de obtener los
mejores resultados de viabilidad espermatica a la descongelacion. Generalmente, se ha
venido incorporando al diluyente a proporciones que varian entre un 4 y 7% (Corteel,
1974; Chauhan y Anand, 1990; Evans y Maxwell, 1990; Ritar y Salamon, 1991) sélo o
en combinacién con DMSO al 1% (Singh y col., 1995). Drobnis y col. (1982) observan
que la proporcion de glicerol mas beneficiosa entre 0%, 4% y 7% es el 7%. En cambio
Salamon y Ritar (1982) aprecian ue el 4% obtiene mejores resultados que el 2.5% y
5.5%. Deka y Rao (1986) obtienen que el 4.6% de glicerol favorece a la integridad del

acrosoma y el 6% al movimiento espermatico.
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Watson y Martin (1975) aprecian que la combinacion de yema de huevo con
glicerol en los diluyentes de esperma caprino ofrece efectos beneficiosos sobre la
viabilidad del mismo a la descongelacion. Pérez y Mateos (1995) observan una
interaccion entre la cantidad de glicerol y la composicién del diluyente, alcanzandose
los mejores resultados cuando emplean el 4% en el diluyente Tris-yema de huevo y el
8% en el yema de huevo-leche. Asi pues, Snedeker y col. (1970) obtienen los mejores
porcentajes de movimiento progresivo a la descongelacion empleando el diluyente Tris-
yema de huevo con un 6% de glicerol y DMSO al 1%.

Salamon (1968) en trabajos comparativos entre los crioprotectores etilenglicol y
glicerol empleados a la misma concentracion, observa una superioridad significativa del
glicerol en la mayoria de los pardmetros estudiados, siempre y cuando las
concentraciones fueran superiores al 2.8%; sin embargo, otros autores concluyen que el
etilenglicol a bajas concentraciones (1.7%) se comporta de forma similar al glicerol en
cuanto a movimiento a la descongelacion, aunque proporciona una mayor proteccién del

acrosoma (Salamon y Maxwell, 1995b; Moraes y col., 1998).

Por otro lado, Singh y col. (1995) concluyen que la lactosa en combinacion con el
glicerol tiene un mayor efecto crioprotector que el glicerol sélo, y esta actividad
aumenta conforme incrementamos la concentracion de lactosa, como se ha demostrado
en el toro (Krishnamoorthy, 1981). La lactosa realiza su efecto crioprotector
manteniendo la osmolaridad del diluyente (Salisbury y col., 1978) y permite disminuir
la proporcion de glicerol hasta el 5%, sin producir ningin efecto negativo sobre el
movimiento espermatico a la descongelacion (Krishnamoorthy, 1981).

Por todo esto, probablemente el nivel dptimo de glicerol dependa de varios
factores entre los que destacan la composicion del diluyente y la cantidad de otros

crioprotectores presentes en el mismo (Pérez y Mateos, 1995).

Existe gran controversia en cuanto al método de glicerolizacion a emplear en la

congelacion del esperma caprino, si bien en la mayoria de los trabajos se demuestra que
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la adicién en un solo paso y de forma gradual del glicerol a temperaturas de laboratorio
a +37°C, mejora la calidad del esperma congelado-descongelado (Salamon y Ritar, 1982
en Angora; Tuli y Holtz, 1994 en Boer). Resultados similares se han descrito en
morueco (Salamon, 1968; Lightfoot y Salamon, 1969); sin embargo, Colas (1975) en
morueco, obtiene mejores resultados de movimiento a la descongelacion cuando la
glicerolizacion la realiza a +4°C. En caprino Deka y Rao (1986) aprecian mayores
porcentajes de movimiento a la descongelacion cuando la glicerolizacion se realiza a
+5°C.

3.3.3.7 Proceso de equilibrado

Una vez diluido el esperma es necesario permitir que éste se estabilice, de modo
que los espermatozoides estén bien protegidos durante el proceso de congelacion-
descongelacion. El efecto que la duracion del periodo de equilibrado, tiene sobre la
congelabilidad del esperma caprino, ha sido poco estudiado (Salamon y Ritar, 1982;
Deka y Rao, 1986). Existen pautas de congelacion del esperma caprino que no utilizan
este periodo de equilibrado (Corteel, 1974), a pesar de constituir una etapa de gran

importancia en la congelacion del esperma en otras especies.

Durante el equilibrado se produce un descenso de la temperatura del esperma
desde los +20-30°C hasta +5°C, el cual debe realizarse a velocidad uniforme y durante
un periodo de 1.5-2 horas (Evans y Maxwell, 1990). Chauhan y Anand (1990) observan
una mayor viabilidad del esperma tras realizar un periodo de equilibrado de 3 horas a
+5°C; sin embargo, Pérez y Mateos (1994) aprecian que un periodo de equilibrado de 2
horas a +5°C mejora de forma considerable los porcentajes de espermatozoides moviles
y formas normales a la descongelacion, asi como la calidad del movimiento y el

porcentaje de acrosomas dafiados, aunque este Gltimo en menor grado.

Para Mareco y Arosteguy (1994), este periodo varia entre 2-6 horas, obteniendo
mejores resultados de viabilidad a la descongelacién cuando el periodo de equilibrado
se extiende a 3-4 horas. Asimismo, Vazquez y col. (1998) en las razas Murciano-

Granadina, Malaguefia, Verata y del Guadarrama, observan que el proceso de
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equilibrado a +5°C, empleando diluyente Tris, no debe de sobrepasar las 4 horas ya que

se produce un descenso considerable de la viabilidad espermatica.

3.3.3.8 Método de envasado

Existe escasa bibliografia sobre el envasado del esperma caprino congelado-
descongelado, sin embargo si hay algunos estudios en morueco (Maxwell y col., 1995),
que obtienen los mejores resultados de fertilidad con el esperma envasado en pellets; sin
embargo, la demanda de mercado hace que otros tipos de envases tomen hoy por hoy
una mayor importancia, como las pajuelas francesas selladas de 0.25 y 0.5 ml con

alcohol de polivinilo o por ultrasonidos.

Existen distintas opiniones en lo que se refiere a la influencia del material del
envase, sobre la viabilidad del esperma congelado-descongelado. En varios estudios
comparativos entre pajuelas y pellets, unos autores obtienen mejores resultados de
viabilidad y fertilidad con las pajuelas, mientras que otros los obtienen con los pellets.
Para Hunton y col. (1987) no existen diferencias estadisticamente significativas en la
fertilidad obtenida entre en el esperma congelado-descongelado en pellets o en pajuelas,

tras la espermatizacion intrauterina via laparoscopica

Para Maxwell y col. (1995) los indices de fertilidad del esperma congelado-
descongelado en pellets son superiores a los obtenidos en pajuelas y ademas concluyen
que los resultados de congelabilidad y movimiento a la descongelacién del esperma

envasado en pajuelas de 0.5 ml son superiores a los obtenidos en las de 0.25 ml.

3.3.3.9 Proceso de congelacion

El proceso de congelacidn expone a las células espermaticas a una pérdida de agua
y a un incremento de la concentracion de solutos intra y extracelulares, de lo que deriva
la busqueda de una velocidad éptima de congelacion, para prevenir la formacion de
cristales intracelulares y minimizar el tiempo de exposicion a la concentracion de

solutos. No obstante, la disminucion de la temperatura debe realizarse de forma mas o
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menos lenta, con el fin de mantener las caracteristicas de las proteinas del plasma

seminal que interaccionaran con las del nucleo espermatico (Garcia y col., 1993).

En la bibliografia encontramos discrepancias entre autores, en lo que respecta al
tiempo de exposicion a vapores de nitrégeno liquido, asi como, la distancia de
separacion entre las pajuelas y la superficie del liquido. Por otro lado, el comienzo de la
produccion de cristales de hielo y el patron de congelacion del esperma depende del
tamano del envase y del tipo de soporte de las pajuelas, no siendo igual la capacidad de

preservacion en pajuelas de 0.5 ml que en 0.25 ml (Ritar y col., 1990a).

Ademas, los espermatozoides son muy sensibles a la exposicion prolongada a
vapores de nitrégeno liquido, mejorando su supervivencia cuando se colocan a 4 cm
sobre la superficie del nitrogeno liquido durante de 30 segundos o méas (Corteel, 1974;
Ritar y col., 1990a). Para Ritar y col. (1990a), la viabilidad espermatica se ve
seriamente afectada en aquellas pajuelas colocadas sobre vapores de nitrogeno liquido
por un periodo inferior a 10 segundos. Tuli y Holtz (1992), observan mejor viabilidad
espermatica cuando colocan las pajuelas a una distancia de 2 cm sobre la superficie del
nitrégeno liquido durante 8-9 minutos. Para Vazquez y col. (1998), la congelacion en

vapores de nitrogeno liquido debe de realizarse durante al menos 10 minutos.

Maxwell y col. (1995), obtienen un mayor porcentaje de movimiento y viabilidad
espermatica a la descongelacion, cuando las pajuelas de 0.25 y 0.5 ml son colocadas a 6

cm sobre la superficie del nitrégeno liquido.

3.3.3.10 Proceso de descongelacion

El proceso de congelacion-descongelacion, es tan importante como la fase de
refrigeracion, en cuanto al impacto que éstas tienen sobre la viabilidad del
espermatozoide tras la descongelacion (Mazur, 1985). Las variaciones en la temperatura
de congelacién y descongelacion influyen inevitablemente en la proporcion de
espermatozoides mdviles, provocando ademas cambios estructurales, bioquimicos y

funcionales en la célula espermatica.
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Segun Salamon y Maxwell (1995a) la mayoria de los investigadores utilizan
temperaturas entre los 38-42°C para descongelar esperma envasado en minipajuelas. Sin
embargo, otros autores realizan la descongelacion a temperaturas de 70-75°C (Aamdal y
Andersen, 1968; Fiser y col., 1987; Grotte y col., 1992).

Aamdal y Amdersen (1968) obtienen una mayor recuperacion de las células
espermaticas cuando se descongelan sumergidas en agua a +35°C, frente a la
descongelacion en agua fria a +5°C o0 a temperatura ambiente a +20°C. Segun Rodriguez
y col. (1975), el movimiento espermatico a la descongelacion aumenta
significativamente cuando se realiza la descongelacién en agua a +55°C durante 8

segundos frente a la descongelacion en agua a +5°C durante 3 minutos.

Rugg y col. (1977) observaron una mayor recuperacion de las células espermaticas
tras descongelar en un bafio maria con agua temperada a +75°C durante 7 segundos en
relacion a la descongelacién a +35°C durante 12 segundos y a +3°C durante 2 minutos.
Hube y Uribe (1980) en toro, concluyen que la descongelacion del esperma en agua a
+40°C durante 10 segundos proporciona una mayor recuperacion espermatica, en cuanto
a porcentajes de integridad de acrosoma y movimiento espermatico que en agua a
+17°C durante 20 segundos, agua de hielo a +5°C durante 2 minutos y a temperatura
ambiente a +21°C durante 6 minutos.

Sdderquist y col. (1997) observan que la descongelacion de pajuelas a +70°C
durante 5 segundos, presenta mayores porcentajes de acrosomas intactos cuando se
compara con una descongelacién a +35°C durante 12 segundos. En la misma linea,
Vazquez y col. (1998) en nuestras razas autoctonas, concluyen que la descongelacion
del esperma debe realizarse de forma rapida al bafio maria a +60°C durante 6 segundos,
dejandola a continuacion a temperatura ambiente para que adquiera, de forma suave los

ultimos grados de recuperacion del cambio de estado.

Todo esto indica, que una descongelacion rapida a temperaturas elevadas

provocara una mejor recuperacion espermatica con un menor dafio celular, por pasar
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mas rapidamente la temperatura critica (-60°C a —15°C) donde se producird el mayor

dafio sobre el espermatozoide.

3.3.4 Valoracion del esperma congelado-descongelado

3.3.4.1 Movimiento a la descongelacion

La estimacion del movimiento espermatico inicial, junto al movimiento tras un
periodo de incubacion a temperatura corporal después de la descongelacién a diferentes
temperaturas y tiempos, han sido cominmente utilizadas como pruebas de viabilidad

espermatica (Saacke y White, 1972).

Para Garde (1993) el test de enddsmosis celular, junto al movimiento individual
tras la incubacion del esperma durante 1 hora a +39°C, son los parametros espermaticos
que ofrecen mayor informacion y mas fiable acerca del poder fecundante del esperma

congelado-descongelado.

Sin embargo otros autores indican que existe una mayor correlacion de la prueba
de longevidad, con la fertilidad potencial del esperma congelado-descongelado, si ésta
se realiza inmediatamente después de la descongelacion (Saacke y col., 1980; Pace y
col., 1981), ya que el propio periodo de incubacion eleva esta correlacion con la
fertilidad (Saacke y White, 1972; Fiser y col., 1991).

Segun Fiser y col. (1991), el mantenimiento del movimiento espermatico tras un
periodo de incubacidn, refleja la probabilidad del esperma de permanecer viable en el
aparato genital de la hembra. No obstante, debemos de tener en cuenta que el
movimiento espermatico decrece con forme aumenta el tiempo y temperatura de

incubacion (Fiser y col., 1991; Valcarcel y col., 1994; Bag y col., 2002a y b).

Por otra parte, la viabilidad del esperma congelado-descongelado depende, entre
otros factores, de la temperatura inicial de congelacion (Graham y col., 1978), que a su
vez tiene un efecto significativo sobre el movimiento y velocidad espermatica registrada

a la descongelacion (Bag y col, 2002a y b).
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3.4 Espermatizacion manual (EM) con esperma congelado-descongelado

La espermatizacion manual (EM) tiene sus limitaciones, por un lado debido a la
dificultad del esperma caprino para ser congelado-descongelado, y por otro, a las
dificultades de introducir esta técnica reproductiva en esta especie que continua siendo
explotada, en la mayor parte del mundo, mediante sistemas ganaderos tradicionales con
poca evolucién técnica y de manejo (Mascarenhas, 1994). Sin embargo, la EM en
ganado ovino tiene un presente firme y un esperanzador futuro, demandada actualmente
no solo en nucleos de seleccion de razas autdctonas sino también en las poblaciones
basales de dichas agrupaciones raciales y en las agrupaciones mixtas, debido a la
posibilidad de mejorar genéticamente a través del empleo de esperma congelado-

descongelado.

El cérvix de la oveja presenta una serie de pliegues, con una disposicion
excéntrica de cada uno de los anillos fibrosos dejando una estrecha luz, con lo que es
practicamente imposible introducir el catéter hasta el cuerpo del Gtero, y para realizar la
EM intrauterina se deben utilizar técnicas laparoscopicas con las que se obtienen buenos
resultados de fertilidad (Salamon y Maxwell, 1995b). Sin embargo, tanto en la vaca
como en la cabra, aunque su cérvix esta constituido por pliegues de tejido musculo-
conectivo, en el momento del celo se relaja debido al efecto de los estrégenos, lo que
permite el paso de la pipeta de inseminacion empleando la técnica de EM intrauterina
via cervical descrita por Fougner (1976). Esta técnica de espermatizacion es la mas
empleada en el ganado caprino (Bongso y col., 1982), aunque el depdsito intrauterino
mediante el empleo de técnicas laparoscdpicas estd produciendo grandes éxitos en

cuanto a porcentajes de concepcion y nacimientos.

La EM del ganado caprino en Espafia se realizd de forma casi experimental hasta
finales de los afios 90, tanto con esperma refrigerado como congelado-descongelado
(Vazquez y col., 1998), y es a partir de este momento en el que se organizan grupos de
investigacion con el fin de poner en marcha la metodologia mas adecuada en esta

especie (Tapia y Herrera, 1995; Carrizosa y col., 1997; Lorenzo y col., 1997).
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Actualmente la EM se practica en muchos paises incluido Espafia, aunque su aplicacion
comercial no esté del todo extendida, a pesar de la importancia del ganado caprino
como productores de leche y carne, debido fundamentalmente al problema de usar
esperma congelado-descongelado, ya que desde el proceso de refrigeracion se produce

una reduccion de la viabilidad espermatica.

A estas ventajas que supone el emplo de la EM, conocidas y demostradas en otras
especies, tenemos que afadir la firma de acuerdos sobre Biodiversidad para la
conservacion de recursos zoogenéticos, que en lo que respecta al ganado caprino, el
catalogo oficial de razas autéctonas publicado en el BOE n° 279/97 incluye como razas
autoctonas en fomento la Agrupacién Caprina Canaria, Malaguefia, Murciana y Verata;
como razas autdctonas de proteccion especial (R.D. 1682/1997) la Agrupacion de las
Mesetas, Azpi-Gorri, Blanca Andaluza, Blanca Celtibérica, Bermeya, del Guadarrama,
Florida, Gallega, Ibicenca, Jurdana, Mallorquina, Moncayo, Negra Serrana, Pirenaica,

Payoya y Retinta.

3.4.1 Indices de fertilidad

Los resultados de fertilidad obtenidos por EM se encuentran relacionados tanto

con las condiciones fisioldgicas del macho como de la hembra.

Las principales barreras fisicas con las que se encuentra el esperma, durante su
progresion por el aparato genital femenino, son el complejo cérvix-moco cervical
(Mullins y Saacke, 1989), tanto en monta natural como en EM cervical, Utero (Mitchell
y col., 1985) y la unién utero-tubarica (Hunter y Wilmut, 1984). Por todo esto, el
namero final de espermatozoides que alcanza el oviducto es muy pequefio en
proporcion al total espermatizado (Saacke, 1982), observandose ademas que esta
poblacion presenta mejor viabilidad, asi como mayores porcentajes de espermatozoides
morfologicamente normales (Saacke y col., 1988). Una consecuencia directa de este
proceso de seleccién, sera que en eyaculados de baja calidad es preciso aumentar el

namero de espermatozoides por dosis, para conseguir el minimo de espermatozoides
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viables en el punto de fertilizacion. Si bien, la fertilidad del macho se incrementa a
medida que aumentamos el nimero de espermatozoides, existe un umbral a partir del

cual los factores limitantes de la hembra se hacen importantes.

En morueco existen varios trabajos en los que se establece una no muy alta
correlacion entre los parametros que reflejan la calidad del eyaculado y posteriores
porcentajes de fertilidad, debido a la interaccion de diversos factores como la
objetividad o subjetividad de las pruebas, calidad de la muestra seminal aplicada en la
EM y efecto del transporte espermatico a traves del aparato genital de la hembra (Artiga
y col., 1994). La fertilidad obtenida en la EM depende también de una serie de factores
que inciden directamente sobre la misma y entre los que encontramos ademas de la
calidad del esperma utilizado ya referida (Salisbury, 1961; Artiga y col., 1993; Karatzas
y col., 1997), el lugar de deposito (intracervical o intrauterino) (Fougner, 1976; Artiga 'y
col., 1993), numero de espermatizaciones (Artiga y col., 1993; Karatzas y col., 1997),
estacion reproductiva (Artiga y col., 1993), raza (Artiga y col., 1993; Karatzas y col.,
1997), edad (Chemineau y col., 1991; Artiga y col., 1993), exposicién al macho
(Romano, 1993 y 1994), climatologia, respuesta de la hembra al tratamiento de
sincronizacion y momento de espermatizacion con respecto a la ovulacién (Salisbury y
col., 1978; Rao y Bhattacharyya, 1980; Ozsar y col., 1988; Artiga y col., 1993).

Por otra parte, la fertilidad obtenida mediante EM con esperma congelado-
descongelado depende del grado de dilucion, método de congelacion, temperatura y tipo
de glicerolizacion, raza y condiciones climéticas (Colas, 1975; Salamon y Ritar, 1982).
Corteel (1980) obtuvo mejores resultados de fertilidad empleando el diluyente lacteo,
mientras que Salamon y Ritar (1982) los obtuvieron con Tris-yema de huevo. Sin
embargo, Singh y col. (1995) concluyen que el diluyente empleado en la congelacion no
influye significativamente sobre la fertilidad obtenida en EM. En cualquier caso hay que
tener en cuenta que uno de los principales factores que incide sobre los resultados de
EM es la ganaderia (Fantova y col., 1998).
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La doble espermatizacion es un método aceptado para incrementar la fertilidad,
aunque Ritar (1993) concluye que ésta no mejora los resultados de fertilidad si el
namero total de espermatozoides depositados por espermatizacion Unica es mayor.
Asimismo, sugiere que el numero Optimo de espermatozoides mdviles en esperma
fresco o congelado-descongelado debe ser de 120x10° espermatozoides por dosis, y que
un incremento en este nimero no va a mejorar los resultados de fertilidad. Corteel y col.
(1988) y Ritar y Ball (1993) obtuvieron una fertilidad menor después de dos
espermatizaciones, lo que explicaron como resultado del estrés adicional al que eran
expuestas las hembras durante el manejo, y ademas concluyeron que la respuesta a la
segunda espermatizacion depende del tiempo a la que se fije y de su relacion con la

ovulacion y sera baja o nula si la primera se realiz6 en el momento éptimo.

En cuanto al momento idoneo de realizar la espermatizacion, Hafez (1987)
trabajando con ganado caprino, recomienda realizar la EM 12 horas después de
presentar signos de celo, seguido de una segunda inseminacién al dia siguiente de
comenzar el estro. Karatzas y col. (1997) concluyen que la doble espermatizacion con
esperma fresco o congelado-descongelado a las 36 y 60 horas obtiene mejores

resultados de fertilidad que una unica a las 50-55 horas.

Por otro lado, la profundidad a la que se deposite el esperma en el aparato genital
de la hembra va a influir sobre manera en los resultados de fertilidad, mejorando cuanto
méas profundo se realice el depdsito del esperma (Ritar y Salamon, 1983). En este
sentido Ritar (1993) aprecia que con la espermatizacion cervical una menor proporcion
de espermatozoides atraviesa el pliegue cervical, por lo que los subsiguientes niveles de
fertilidad seran menores. Sin embargo, Roca y col. (1997) en Murciano-Granadina, no
encuentran diferencias significativas de fertilidad entre el depdsito cervical o
intrauterino, y opinan que las posibles diferencias se relacionan méas con el nimero de

espermatozoides depositados en el aparato genital de la hembra.

Por otra parte, la EM del ganado caprino esta intimamente ligada a los

tratamientos de induccion y sincronizacion de celos con los que se han obtenido
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resultados de fertilidad muy aceptables tanto en la estacion reproductiva como fuera de
ella (Leboeuf, 1989). Nuestros resultados de fertilidad obtenidos mediante EM simple a
las 45 horas tras la retirada de esponjas con esperma diluyoconservado a +5°C son de
71.40% (Dorado y col., 2002c). Sin embargo, varios trabajos demuestran que la tasa de
fertilidad es mayor en hembras sincronizadas con progestagenos durante la estacion
reproductiva (Corteel, 1975a, 1976 y 1980; Baril y col., 1993).

Del mismo modo, se sabe que la reduccion de la duracion de los tratamientos
hormonales se traduce en un aumento de la fertilidad (Corteel y col., 1988), ya que los
tratamientos prolongados con progestagenos disminuyen la supervivencia y el
transporte de los espermatozoides en el aparato genital (Leboeuf y col., 1998).
Asimismo, el uso de forma repetida de los tratamientos de induccién y sincronizacion
de celos en cabras se ha relacionado con un descenso de la fertilidad después de la EM
(Baril y col., 1992), como consecuencia de un retraso en la aparicion de los celos y un

aumento en los niveles plasméticos de Anticuerpos anti-eCG (Baril y col., 1993).
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4.1 Material

4.1.1 Animales

Todos los animales, utilizados en este estudio, pertenecen al mismo rebafio,
localizado en las instalaciones del Centro de Investigacion y Desarrollo Ganadero
(CIDG) de la Diputacién Provincial de Cdrdoba, ubicadas a 3 Km del Campus de
Rabanales de la Universidad de Coérdoba, donde se encuentra el laboratorio de
Reproduccion y Obstetricia del Departamento de Medicina y Cirugia Animal de la

Facultad de Veterinaria.

Dicho rebafio pertenece a la Asociacion Espafiola de Criadores de Ganado Caprino
de Raza Florida (ACRIFLOR) y fue cedido por la misma para realizar esta experiencia.
La zona donde se realizd el estudio se localiza en el Suroeste de la Peninsula Ibérica
entre las coordenadas geograficas 37° 53" de latitud Norte, 4° 46" de longitud Oeste y
110 m de altitud.

Tabla 1. Temperatura ambiental media, maxima y minima, pluviometria y horas de luz
segun la estacién de afio.

TEMPEORATURA PLUVIOM
, (°C) ETRIA
ESTACION U2 Horas de luz
MEDIA MINIMA MAXIMA (Im°)
* **

Primavera 22.84 13.93 31.76 48 13:58:09
Verano 28.04 20.52 35.56 23 13:25:59
Otofio 13.45 7.42 19.48 566 10:13:03
Invierno 12.73 7.09 18.38 397 10:56:51

* media de la temperatura minima diaria registrada a las 7.39 £ 0.13 h.
** media de la temperatura maxima diaria registrada a las 17.49 + 0.09 h.

El clima de la zona es de tipo mediterrdneo con un indice de precipitaciones de
1034 I/m? y durante el periodo de estudio se registraron unas temperaturas maximas y
minimas de +44°C en junio y agosto de 2001, y de 0°C en noviembre de 2001,

respectivamente; oscilando el intervalo de tiempo entre el amanecer y la puesta de sol,
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entre 14:40:06 h. en junio y 9:39:06 h. en diciembre de 2001 (observaciones recogidas

por el Instituto Nacional de Meteorologia).

4.1.1.1 Machos

En total se han utilizado 10 machos de 8 meses de edad, entre los que se han
seleccionado a 2, que han sido los donantes de esperma para crear el banco congelado.
En el control de salida a celo de las hembras utilizadas en el programa de
espermatizacion manual (EM), se emplearon 2 machos adultos provistos de mandil, de 5

y 6 afos de edad, sexualmente maduros y probados como reproductores.

4.1.1.2 Hembras

Todas las cabras utilizadas en el programa de EM, tenian edades comprendidas
entre 1 y 5 aflos y mas de un parto; presentaban un buen estado de carnes y se
mantuvieron en régimen de estabulacion permanente. En todas, el intervalo desde el
ultimo parto a la cubricion, fue de al menos 120 dias y se eliminaron las hembras que

habian abortado, viejas o con problemas reproductivos.

4.1.2 Instalaciones

Entre las instalaciones, localizadas en el CIDG, disefiadas para cria y produccion
del rebafio de cabras utilizado para el estudio, se encuentran un corral cebadero de
32x23 metros (736 m?), con un apartadero para el manejo de 6x6 metros (36 m?) que
hemos empleado para realizar la valoracién reproductiva de las hembras utilizadas en el
programa de EM, aplicar los tratamientos conceptivos y realizar el diagnostico precoz
de gestacion por exploracion ecografica interna. Para la recogida de esperma se ha
utilizado un pequefio corral de 7x3 metros (21 m?); la deteccién de celos se realizé en
un apartadero de 10x6 metros (60 m?) contiguo al corral de las hembras, y como zona
de machos se utilizé un pequefio corral de 10x8 metros (80 m?) situado a unos 16-18

metros de distancia del de las hembras.
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El laboratorio de Reproduccién de 40 m? se ubica en las instalaciones del
Hospital Clinico Veterinario S.L. de la Universidad de Cdrdoba, adscritas al
Departamento de Medicina y Cirugia Animal de la Facultad de Veterinaria, en el

Campus de Rabanales a 7 Km de Cordoba.

4.1.3 Recogida de esperma

— Vagina artificial para ovino y caprino, ajustable con valvula. Minitb.

— Termometro, para vagina artificial, de mercurio hasta +100°C. Minitb.

— Colectores de vidrio graduados de 4 ml. Minitib.

— Caja de Porex isotérmica, con tapa para el transporte del esperma a +37°C

hasta el laboratorio.

— Lubricante no espermicida estéril, Priority Care®.

4.1.4 Valoracion espermatica

— Solucién Dulbecco’s buffer di-fosfato (DPBS), con 25 mg/l de Sulfato de

Kanamicina y 1 x 20 ml de albimina al 0.4% w/v. Emcare®.

— Diluyente Merck I sin antibiético. Minitiib.

— Camara de contaje Neubaler. Brand.

— Camara de contaje Makler. Sefi-Medical Instruments Itd.

— Cubreobjetos 22x22 para camara de contaje. Menzel-glaser.
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Pipeta mezcladora de hematies. Blaubrand.

Tincion Giemsa ultrarrapido Diff-Quik®. Dade Behring.

Tincion para morfologia y determinacion de integridad de acrosoma

Spermac®. Minitib.

4.1.5 Dilucién, procesado y refrigeracion del esperma

Agitador eléctrico Heidolph mod. Reax 2000.

pHmetro Denver Instrument mod. Basic.

Estufa Pselecta mod.205, ajustadas a +37°C.

Pletina termica Pselecta mod. Plactronic, ajustadas a +37°C.

Microscopio oOptico Olympus mod. Bh2-Sc, con contraste de fases de

Olympus. Provisto de ocular de 10x/20 L aumentos y objetivos de 4, 10, 20,

40y 100.

Placa atemperada para microscopio mod. fO1.

Camara de televisién en blanco y negro Sony mod ccd-iris, incorporada al

microscopio optico.

Monitor en color Mitsubitshi mod. eum-1419a, de 13”.

Ordenador Chaplet mod. Pentium 200 mmx.
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Sistema de andlisis automatizado de esperma “Sperm Class Analyzer”
(SCA.). Microptic.

Microscopio optico Leizt mod. Dialux 20 ed. Provisto de ocular de 10x/18 m

aumentos y objetivos de 4, 10, 40 y 100.

Céamara de television en color Sony mod ccd-iris, ssc-c350p, incorporada al
microscopio optico.

Monitor en color Sony mod. Trinitron kx-14cpl, de 13”.

Fotdmetro Spermacue, para la medicion de la densidad del esperma.
Minitub.

Micropipeta Autoclave Nichipet 0.5-10 pl.

Micropipeta Eppendorf Reference 10-100 pl.

Micropipeta Eppendorf Reference 50-250 pl.

Centrifuga Jouan mod. brdi. rcf=1.118 r n% Con rotor s40 (max. load 2.00
Kg. y max. rpm 4300).

Diluyente Triladyl® a base de agua bidestilada, &cido citrico, fructosa,
tampon Tris (tris-[hidroximetil]-aminometano), glicerol y una concentracion
final de 15 mg de Tilosina, 25 mg de Gentamicina, 15 mg de Lincomicina y

30 mg de Espectinomicina para 100 ml Minitib.

Agua para anélisis —~ACS. Panreac®.
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4.1.6

Yema de huevo de gallina fresco.

Filtro para yema de huevo, estéril, forma embudo. Minitub.

Sodio dodecil-sulfato (SDS), tubo pasta 30 gr, Equex-STM®. Minitiib.

Diluyente lacteo con un 20% de yema de huevo y 4% de glicerol, Gent®.
Minitub.

Diluyente Biladyl A®, sin Glicerol compuesto por agua bidestilada, 4cido
citrico, fructosa, tampén Tris (tris-[hidroximetil]-aminometano), y una
concentracion final de 100 pg de Tilosina, 500 ug de Gentamicina, 300 pg

de Lincomicina y 600 pg de Espectinomicina para 0.02 ml. Minitub.

AB-Cocktail® para Biladyl y Triladyl LL. Minitiib.

Envasado

Equipo combinado de soldadura por ultrasonido pgh 420. Branson

Ultrasonidos.
Equipo automatico de envasado y sellado de pajuelas francesas de 0.5 y 0.25
cc con bomba de vacio, sellado por ultrasonidos y control electronico, Fillip

mp 133. Minitub.

Bomba de vacio de baja densidad, 30-60 Hg, con véalvula ajustable y

manometro. Minitib.

Impresora automatica mt-65/133 az, con barra antiestatica. Minitib.

Pajuela mediana francesa (pack 2.500 uni.) 0.5 cc. Minitib.
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— Alcohol polivinilico.(CH,CHOH x 40-46 centipoises hidrolizado 87-89%),
Dr. Theodor Schuchardt. Gmb & Co.

— Tubo para inyectores de 0.25 y 0.5 cc, largo 450 mm, con punta rectangular.
Minitub.

— Empaquetaduras para tobera envasadora y aspiradora para pajuelas francesas
0.25y 0.5 cc. Minitib.

4.1.7 Congelacién-descongelacion

4.1.7.1 Congelacion:
— Recipiente para transporte de esperma diluyoconservado a +5°C.
Equitainer®.
— Caja isotérmica con tapa, medidas interiores 745x345x250 mm. Minitb.
— Chasis para pajuelas de 0.5 cc, capacidad para 36 pajuelas. Minitib.
— Rampa de congelacion horizontal para 100 pajuelas de 0.5 cc. Minitib.

— Pinza para manipulacion de pajuelas de 0.5 cc. imv.

4.1.7.2 Descongelacion:

— Pinza para manipulacion de pajuelas de 0.5 cc. imv.

Caja isotérmica con tapa, medidas interiores 745x345x250 mm. Minitub.

Tijeras Mayo 165 mm. Stainless.

Termometro de mercurio, hasta +100°C. Minitlb.
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4.1.8 Almacenamiento y mantenimiento del banco de esperma

Tanque de nitrégeno liquido mve xc 33/22. Telstar.

Nitrégeno liquido. Air Liquide.

4.1.9 Espermatizacion Manual (EM)

419.1

Induccion y sincronizacion celos

Aplicadores de esponjas vaginales de ovejas y cabras. Intervet.

Acetato de Fluorogestona (FGA), esponjas vaginales con 45 mg,

Chronogest®. Intervet.

eCG liofilizada, inyectables de 1.000 Ul, Foligon®. Intervet.

Cloprostenol, inyectable de 250 pg/ml, presentaciones de 10 ml, Estrumate®.

Schering-Plough.

Framicetina y sulfatiazol, botes conteniendo 100 gr en polvo, Framicas®.

Ovejero.

4.1.9.2 Espermatizacion manual via cervical:

Inseminador cervical, de ovejas y cabras, para pipetas de punta excéntrica.
Minitub.

Pipeta de inseminacion cervical, para ovejas y cabras, con punta excéntrica

para esperma fresco o congelado-descongelado. Minitb.

Espéculo vaginal para ovejas y cabras, 160 mm, tipo Duokbill. Minitib.
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— lluminador de proximidad para espéculo, con caja de bateria. Minitb.

4.1.10 Diagnéstico ecografico de gestacion

— Ecografo Medison co.ltd mod. SA-600V, equipado con sonda lineal de 7.5
Mhz, flexible.

— Adaptador rigido de PVC para exploracion ecogréafica via rectal.

— Video impresora para ecografo Sony, mod. up-860ce, con papel térmico.

— Papel téermico de video-impresora Sony upp-110 hd.

— Gel para examen ultrasonico Aquasonic 100, 5 litros. Parker.

— Guantes de exploracién largos, 5 dedos. Sempercare®.

4.1.11 Estudio estadistico
4.1.11.1 Hardware.

— Ordenador Authentic AMD, amd Athlon (tm) xp1700.

— Impresora Hewlett Packard mod. Laserjet 6 L.
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4.1.11.2 Software.

— Paquete Microsoft Office 2000-pro para Windows XP

Microsoft Word 2000

Microsoft Excel 2000

Microsoft PowerPoint 2000

— Paquete Estadistico SPSS 8.0 para Windows.
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4.2 Meétodos

4.2.1 Entrenamiento y seleccion de los donantes de esperma

Para entrenar a los 10 machos con 8 meses de edad en la recogida de esperma
mediante vagina artificial (VA), se sometieron a un ritmo de recogida de 3 saltos por
semana. Para facilitar el entrenamiento, siempre se utilizaron como soporte hembras que
presentaban externamente signos de celo y receptividad sexual. Durante las primeras
sesiones de entrenamiento, se pretendia s6lo acostumbrar a los machos a la presencia de
los técnicos y en todas se evitd realizar ruidos y movimientos bruscos. La duracion
méaxima de cada una de ellas, fue de 10 minutos aproximadamente, tras los cuales se

devolvia el macho al corral, hubiera o no saltado sobre la hembra.

Se concluy6 que la fase de entrenamiento habia finalizado, cuando los machos
eyaculaban en un periodo inferior a 5 minutos, desde el momento en que se encontraba
en presencia de la hembra, y no perdian la libido, aunque se les obligara a realizar dos o

tres montas fallidas antes de realizar la recogida (Pintado y col., 1986).

La seleccion de los sementales se basé por un lado, en su grado de adaptacion a
la zona de recogida y a las condiciones especificas del estudio, y que permitieran la
recogida de esperma de forma eficaz, rapida y continuada durante el mismo; y, por otro,
segun su capacidad reproductiva (libido, tiempo a la primera ereccion, al primer salto),
tiempo de reaccién (definido como el lapso en segundos que transcurre desde la
irrupcion del macho en la zona de recogida hasta la eyaculacion), eficacia a la cubricion
(definido como el nimero de saltos 0 montas necesarios para eyacular) y calidad del
esperma. No se pudo valorar el parametro jerarquia, entre el lote de machos estudiados,

debido a que las instalaciones no eran adecuadas para poderla observar.
Para recoger los datos obtenidos de esta fase se utiliz6 una ficha especifica para el

periodo de entrenamiento en el salto en VA y valoracion del esperma (Tabla 26, Anexo
1, P4g. 186).
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4.2.2 Recoleccién de esperma

Las extracciones de esperma se realizaron empleando una vagina artificial (VA),
que se monta, en el momento de usar, revirtiendo los extremos de la camisa de latex
sobre el cuerpo, sujetos con 2 ligas flexibles de caucho, para formar una camara entre
cuerpo y camisa donde ira el agua y el aire. Una vez montada, se introduce en una
estufa a +42°C y en el momento de emplearla se llena de agua atemperada a +40-42°C y
de aire a través de la valvula, hasta conseguir una presion adecuada. A continuacion se
le acopla un cono flexible de latex (intermediario), el colector de esperma graduado en
mililitros y la camisa externa de material sintético opaco y aislante. Antes de utilizarla,

se lubrica la entrada de la VA, con un gel no espermicida y estéril.

En todas las recogidas de esperma, se utilizaron hembras en celo, para aportar al
macho el estimulo sexual apropiado. La secuencia seguida en cada una fue introducir
primero a la hembra, sujeta por un ayudante en la zona de recogida; después se
introduce el semental, guiado por otro ayudante que lo mantiene a una distancia de 2-3
metros de la hembra, comprobando en todo momento su grado de interés por la misma.
Seguidamente aproximamos el macho a la hembra y tras observarse una ligera ereccion,
con o sin evaginacién del pene, se le permite el salto, momento que se aprovecha para
servirle la VA, permitiendo que el macho introduzca el pene en la misma y tras eyacular

se le retira a la vez que el macho desmonta.

Una vez recolectado el esperma, el colector se transporta al laboratorio, aislandolo
de los cambios de temperatura, protegiéndolo de golpes, de la accion directa de la luz

solar y manteniéndolo a +37°C durante los 5-10 minutos, que se tarda en el traslado.

4.2.3 Valoracion del esperma

Todos los eyaculados recogidos han sido sometidos al siguiente protocolo de
valoracidbn macro y microscopica, realizada en el Laboratorio del Servicio de

Reproduccion y Obstetricia de la Facultad de Veterinaria.
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4.2.3.1 Valoracién macroscépica
Observacion visual del eyaculado a través del cristal del colector graduado,

observando el volumen (ml), aspecto y color.

El aspecto se clasifico cualitativamente como denso, fluido o acuoso, y segun el

color se catalogé como blanco lechoso, marfil o amarillento.

4.2.3.2 Valoracion microscopica

Se realiza utilizando una pequefia fraccion del eyaculado (0.1-0.2 ml), que se
mantiene en estufa a +37°C y protegido de la incidencia de la luz directa; y consiste en
el calculo de los parametros de movimiento, concentracion, morfologia espermatica e

integridad del acrosoma.

4.2.3.2.1 Valoracion del movimiento
4.23.2.1.1 Preparaciony almacenamiento de los diluyentes

De los dos diluyentes empleados, uno, Merk 1®, se prepara el dia de su recepcion,
y tras dividirlo en alicuotas de 20 ml, se almacena en el frigorifico a —18°C, por un
periodo maximo de seis meses. El otro diluyente, Solucion Dulbecco’s buffer di-fosfato
(DPBS), Emcare®, se almacena a +5°C durante 6 meses sin adicionarle ningun otro

componente.

4.2.3.2.1.2 Método de valoracion del movimiento

Tanto en el esperma fresco, como en el congelado-descongelado (apartado 4.2.5,
Pag.81), hemos utilizado el equipo de analisis de imagen “Sperm Class Analyzer”
(SCA®) de Microptic. Para el primero, se prepara una dilucién con DPBS, hasta
alcanzar una concentracion aproximada de 50 millones de spz/ml, atemperado a +37°C.
Tras 5 minutos en estufa, se deposita una gota sobre la camara Makler, atemperada a
+37°C en platina calentable y se observa al microscopio de contraste de fases, provisto
asi mismo de platina regulada a +37°C, con objetivo de 10x y contraste de 20. Se
capturan 3 series, en dos gotas diferentes, con el fin de valorar el porcentaje de

espermatozoides estaticos, moviles totales (MT) y movimiento rapido progresivo
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(MRP), definido como el porcentaje de espermatozoides moviles que poseen una
velocidad lineal (VAP) >60um/s.

Estos datos son recogidos de forma individual en una hoja de calculo para su
posterior estudio estadistico.

4.2.3.2.2 Concentracion
Empleamos la técnica del hemocitometro.

- Dilucién 1:200, con formalina al 10%, utilizando la pipeta mezcladora de hematies.
A continuacion se homogeneiza la muestra de esperma mediante oscilaciones
cuidadosas y tras despreciar las 5-10 primeras gotas, se llena por capilaridad la

camara cuentaglobulos (p.e. de Neubaldier).

- Recuento de espermatozoides: tras dejar sedimentar, horizontalmente, durante 3
minutos, observamos al microscopio con objetivo de 40x, contando Unicamente las
cabezas de los espermatozoides localizados en las cuatro cuadriculas que conforman

la diagonal o las esquinas de la camara.
La formula utilizada para el calculo de la concentracion ha sido:
Concentracion = M x 400 x 10 x 200 x 10
- M = media de espermatozoides contados

400 = superficie del cuadrito (1/400 de mm?)
10 = altura entre la camara y el cubre (1/10 de mm)

200 = factor de dilucién

10 = conversién de mm?®a ml

Concentracion = espermatozoides por ml (spz/ml)
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4.2.3.2.3 Morfologia espermatica
Se realizd tanto con el esperma fresco, como con el congelado-descongelado,
empleando la tincién Diff-Quik®, microscopio 6ptico con objetivo de 40x y las

anomalias se han expresado siguiendo la clasificacion de Saacke (1970).

4.2.3.2.3.1 Morfologia en esperma precongelado

Se realiz6 empleando una gota, de la dilucion preparada para el calculo del
movimiento, con la que se hace una extensién sobre porta, dejandola secar al aire, y se
tifie con la tincion Diff-Quik®, observandose al microscopio con objetivo de 40x, para
evaluar el niamero de espermatozoides con morfologia normal, de entre 100-200 células,

y expresando el resultado entre 0 y 100%.

4.2.3.2.3.2 A partir del esperma congelado-descongelado

Se empled una gota de la dilucion preparada para la valoracion del movimiento tras
un periodo de incubacion de 60 minutos a +37°C, realizando una extension que tras
dejar secar al aire, se tifie y se observa al microscopio con objetivo de 40x, para evaluar
el nimero de espermatozoides normales de entre 100-200 ceélulas, y expresando el

resultado entre 0 y 100%.

4.2.3.2.4 Integridad de acrosoma

Se ha valorado antes y después del proceso de congelacion-descongelacion,
empleando en el primer caso una gota de la dilucion preparada para el calculo del
movimiento y en el segundo una gota de la dilucion realizada para la valoracion del
movimiento a la descongelacion, tras permanecer una hora en estufa a +37°C,
realizando una extension de cada gota en un porta, y tras 10 minutos de secado al aire,
se tifie con la tincién Spermac®, observandose al microscopio con objetivo de inmersion
(100x), para evaluar el niUmero de espermatozoides con acrosoma integro, activado o sin
acrosoma (espermatozoide desnudo), contando entre 100-200 células y dando un valor
entre 0 y 100% para cada parametro.
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Se elaboraron varias fichas de trabajo en las que se recogen todos los antecedentes

referenciados en el presente apartado (Tabla 27, Anexo 1, Pag. 186).

4.2.4 Congelacion del esperma

Utilizamos dos machos con 20 y 21 meses de edad al inicio de la experiencia, que
se sometieron ininterrumpidamente durante 14 meses a un ritmo de recogida de 3 saltos
por semana. Para la congelacion se emplearon dos soluciones diluyoconservadoras
diferentes, una compuesta por Tris-acido citrico-fructosa-glicerol-yema de huevo-sodio
dodecil-sulfato (T); y otra por leche desnatada-glicerol-yema de huevo (L), y todas las
dosis fueron sometidas al mismo protocolo de congelacion-descongelacion, cuyas fases

se describen a continuacion.

4.2.4.1 Preparaciony almacenamiento de los diluyentes
Se prepararon el dia de su recepcion en el laboratorio y, tras dividirlos en
alicuotas, se almacenaron en el congelador a —18°C durante el periodo recomendado por

el fabricante.

— Método de elaboracion del diluyente T:

- El diluyente comercial Triladyl® se divide en alicuotas de 10 ml, que se
almacenan a -18°C por un periodo maximo de dos meses.

- A cada alicuota de diluyente, una vez descongeladas a temperatura de
laboratorio, se le afiade un 20% de yema de huevo filtrada, para cuya
obtencion se utilizaron huevos de gallina frescos, que previa limpieza y
desinfeccion externa se les extrae la yema, se coloca sobre un papel de filtro
esterilizado.

- Finalmente se afiade 0.6 ml de pasta Equex- STM® por 100 ml de diluyente.
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— Método de elaboracion del diluyente L:

El diluyente lacteo Gent® se divide en alicuotas de 12 ml y se almacena a -18°C

durante un periodo maximo de 6 meses.

4.24.2 Metodo de congelacion. Separacion del plasma seminal mediante
centrifugacién
4.2.4.2.1 Preparaciony almacenamiento del diluyente de centrifugacion
El diluyente de centrifugacién empleado fue el Biladyl A® que se preparé el dia de
su recepcion en el laboratorio, y tras dividirlo en alicuotas de 10 ml, se almaceno a —

18°C en el congelador por un periodo maximo de 2 meses.

4.2.4.2.2 Método de centrifugacion

El esperma se diluye en solucién de Biladyl A®, atemperada a +37°C, a una
proporcion de 1:9 y posteriormente se centrifuga a 2.500 r.p.m. durante 20 minutos a
temperatura de laboratorio (25°C), y se elimina el sobrenadante por completo, utilizando
una pipeta pasteur y se le afiade el diluyente correspondiente hasta alcanzar la

concentracion deseada.

4.2.4.3 Calculo de las dosis
Las dosis seminales se calculan en base al porcentaje de espermatozoides con
movimiento progresivo rapido (MRP), de tal modo, que cada una lleva 125 x 10°

espermatozoides con MRP en 0.5 ml.

De esta forma conocido el numero de pajuelas se calcula la cantidad de diluyente a

afadir para completar el volumen necesario, a un ritmo de 1 ml por minuto.

Formula:
Volumen x Concentracion x %MRP

= unidades

125 x 10°
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4.2.4.4 Equilibrado

Tras la dilucion y un periodo de adaptacion a los diluyentes de congelacion de 5-
10 minutos a temperatura de laboratorio, ambas alicuotas se colocan en el contenedor
para esperma refrigerado (Equitainer®), donde permanecen durante 5 horas a +5°C

(periodo de equilibracion).

4.2.4.5 Etiquetado

Las dosis congeladas fueron identificadas mediante el etiquetado previo al
envasado, empleando una maquina de impresion semiautomatica (modelo mt-65/133,
Minitlb). El sistema de codigos utilizado representa, de izquierda a derecha el nimero
de crotal del macho (dos cifras), fecha de congelacion (seis cifras) y diluyente empleado

(una letra).

4.2.4.6 Envasadoy Sellado
Para el envasado se emplearon pajuelas francesas de pléastico, de 0.5 ml envasadas

y selladas por ultrasonidos con un equipo automatico (modelo Fillip mp 133, Minitib).

4.2.4.7 Congelacion

Hemos utilizado los vapores de nitrogeno liquido para congelar el esperma,
colocando las dosis horizontalmente a 4-5 cm de la superficie del nitrégeno liquido
durante 20 minutos. Para ello se vierte nitr6geno liquido sobre una caja isotérmica de
porex provista de tapa, y se coloca con cuidado el chasis en el fondo de la misma, de
modo que la longitud de las patas del chasis marque la distancia referida entre el

nitrégeno liquido y las pajuelas.

4.2.4.8 Almacenamiento
El proceso de conservacion de esperma concluyé con el almacenaje de las
pajuelas en tanques de nitrogeno liquido a —196°C, en posicion vertical, clasificandolas

por goblets y canisteras.
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4.2.5 Descongelacion

De cada eyaculado congelado, se eligieron al azar una dosis por diluyente (T y L),
tras 24 horas de almacenamiento en nitrégeno liquido, con el fin de estudiar los
parametros de movimiento, realizando una valoracion del movimiento a los 60 minutos
postdescongelacion, morfologia espermatica e integridad del acrosoma. La
descongelacion se realizd sumergiendo las dosis seleccionadas en un bafio maria a

+39°C durante 30 segundos.

4.2.6 Creacion y mantenimiento del banco de esperma

Los eyaculados que se congelaron tuvieron volimenes > a 0.5 ml, movimiento

rapido progresivo > a 50%, normalidad > a 70% y concentracién > a 2000 x 10° spz/ml.

Tras la descongelacion (apartado 4.2.5, Pag.81), se valora el movimiento
calculando los parametros MT y MRP a los 60 minutos, manteniendo la muestra en
estufa a +37°C previa dilucién con Merk |I® hasta alcanzar una concentracion
aproximada de 40-50 millones de spz/ml, respetando un ritmo de dilucion de 1
ml/minuto. Las dosis que a los 60 minutos post-descongelacién presentaban un MRP
inferior a 30% fueron desechadas.

Estos datos son recogidos de forma individual en una hoja de calculo para su

posterior estudio estadistico.

Del total de eyaculados recolectados a lo largo de un afio, se almacenaron en
tanques de nitrégeno liquido a —196°C, aquellos que cumplieron los requisitos
referenciados en el apartado 4.2.6, manteniendo el nivel de nitrégeno liquido adecuado

mediante la realizacion de recargas cada 20 dias aproximadamente.
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4.2.7 Espermatizacion manual (EM)
El programa de EM estuvo limitado y condicionado entre otros, por el tamafio y
las condiciones del rebafio, de tal modo que se disefiaron y adecuaron los lotes

intentando no alterar el manejo del mismo.

4.2.7.1 Seleccion de las hembras
Se tuvieron en cuenta los siguientes parametros: edad de la reproductora, historial
de partos, historial de patologias médicas y reproductivas, nimero de tratamientos

hormonales y fecha del dltimo parto (>120 dias).

Ademas, se realizé una exploracion ecogréafica rectal del aparato genital de cada

reproductora; seleccionando 3 lotes distintos de hembras.

4.2.7.2 Tratamiento de induccién y sincronizacion de celos

Se emple6 el método Chronogest®, utilizando esponjas de 45 mg de Acetato de
Fluorogestona (FGA) que permanecen en vagina durante once dias. La aplicacion del
tratamiento de induccidn y sincronizacién de celos tuvo lugar en un apartadero de 6x6
m (36 m?), habilitado para tal efecto. Con la hembra inmovilizada por un ayudante y en
la estacion, se desinfecta la vulva con solucién de povidona yodada (Betadine®) e
introducimos la esponja en vagina mediante el aplicador de esponjas impregnado con
Framicetina y Sulfatiazol (Framicas®), previamente lubricado. Seguidamente se
comprueba la correcta colocacion de la esponja realizando una pequefia traccion del hilo
de retirada de la misma, para terminar cortando el exceso de hilo a unos 2-3 cm caudal a

la vulva.

Dos dias antes de la retirada de las esponjas se administrd, por via intramuscular,
300 Ul de eCG (Foligon®) en 3 ml de diluyente y 125 pg de Cloprostenol (Estrumate®)

en 0.5 ml de diluyente.
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4.2.7.3 Control de salida a celo

Doce horas después de la retirada de esponjas iniciamos el control de salida a celo,
realizando 3 recelas al dia (8:00, 14:00 y 20:00 horas), empleando dos machos adultos
enteros y fértiles, provistos de mandiles, de 5y 6 afios de edad.

El control duré 72 horas y tuvo lugar en un apartadero de 10x6 m (60 m?),
habilitado para tal efecto, elaborandose varias fichas de trabajo en las que se anotaron
las horas de salida a celo, orden de salida y los signos de celo que presentaron todas las
cabras (Tabla 32, Anexo 2, P4g.192).

4.2.7.4 Técnica de espermatizacion manual via cervical

En el total de cabras sincronizadas se realizé una doble espermatizacion manual
(EM) a tiempo fijo, a las 36.34 = 0.07 horas y a las 60.10 + 0.06 horas de la retirada de
esponjas. Con la ayuda de 2 operarios cada cabra se mantuvo apoyada sobre el tercio
anterior e inmovilizada sobre una valla soporte, y tras desinfectar la vulva con solucién
de povidona yodada (Betadine®), se introdujo en la vagina un espéculo de pico de pato,
previamente lubricado y provisto de un sistema de iluminacion de proximidad, se
visualiza el cérvix, y se procede a cateterizarlo mediante una vaina de inseminacién de
punta excéntrica, con el fin de introducir el contenido de las pajuelas lo mas
profundamente posible. En la ficha correspondiente, se registran las caracteristicas del
cérvix y la existencia o no de moco y su calidad (Tabla 34, Anexo 2, P4g.192); si hubo
o no reflujo de parte de la dosis a la vagina, se anota la hora, dosis empleada y tiempo

medio utilizado.

4.2.7.5 Diagnostico ecogréafico de gestacion

Se realizé por exploracion ecogréfica del utero, via rectal, a los 25 dias post-
espermatizacion. Todas las exploraciones fueron llevadas a cabo con la hembra
previamente inmovilizada y en la estacion, introduciendo el transductor del ecégrafo por
via rectal, previa limpieza digital de la ampolla y lubricacién con gel de ecografia.
Conforme introducimos lentamente la sonda, se ejerce una ligera presion en direccién

ventral, para asi poder localizar la vejiga de la orina y posteriormente el Gtero. Una vez
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localizado el dtero se realizaron pequefias y suaves rotaciones de la sonda para

identificar la vesicula embrionaria.

4.2.7.6 Control de parideras
Consiste en la anotacion de la fecha del parto, caracteristicas y nimero de chivos
nacidos (Tabla 35, Anexo 2, Pags, 192).

4.2.8 Determinacion de la temperatura ambiental y fotoperiodo

Se determind mediante un termémetro de minima y méxima, ubicado en las
instalaciones del CIDG de la Diputacién Provincial de Cérdoba, mientras que el

fotoperiodo fue valorado por el Instituto Nacional de Meteorologia.

4.2.9 Tratamiento estadistico de los datos

El andlisis estadistico consistio en el calculo de medias, desviaciones tipicas y
porcentajes y su comparacién mediante analisis de varianza de una sola via (ANOVA)
para las medias y Chi-cuadrado para los porcentajes, tomando como variables
independientes el individuo, mes y estacion del afio (primavera: abril-junio, verano:
julio-septiembre, otofio: octubre-diciembre, invierno: enero-marzo), fotoperiodo
(fotoperiodo ascendente: del 22 de diciembre al 21 de junio, fotoperiodo descendente:
del 22 de junio al 21 de diciembre), temperatura ambiental media y diluyente. Cuando
las diferencias eran significativas, valores de p<0.05, se realizaba el test de Duncan de
comparacion de medias a posteriori. Se calculd el coeficiente de correlacion entre los
parametros seminales, y de dichas variables frente al individuo, mes, estacion,
fotoperiodo, temperatura ambiental media y diluyente. Los resultados se expresan en

media + desviacion tipica.
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Resultados

5.1 Resultados del programa de entrenamiento y seleccion de los donantes de

esperma

De los 10 machos entrenados, solo 6 saltaron en vagina, tras someterlos a tres
recogidas semanales hasta realizar tres rondas. En la primera saltaron y eyacularon en la
vagina artificial 6 machos (60%), de los cuales dos tuvieron que ser retirados del estudio
por padecer un proceso diarreico que requirio tratamiento médico. En la segunda ronda
saltaron el 30%, y en la tercera saltaron 5 de 9 (55.56%) y no se dejo saltar al numero 2
por sufrir también un proceso diarreico (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados del programa de entrenamiento y seleccion de los donantes de
esperma.

Ne° C

TIE T1°S TR EC VE s MRP . .

MACHO RES/i)Gl (min)  (min)  (min) ) s|(oxz llr?ﬂ) O CORICO
1 1 - 115  1:25 2 11 - 0 842 806
1 22 028  0:34  0:39 1 1 2156 625 - -
1 32 022 027  0:27 1 08 2968 1851 835 710
2 12 025 0:25  1:27 3 20 1768 595 780 84.0
2 22 0:14 050  4:00 4 05 1280 2771 731 882
2 32 4:00  3:00  4:00 2 07 1174 2407 710 825
3 12 215 315 10115 5 07 1376 444 67.3 909
3 2 500 3:00 5:00 4 06 4548 155 67.9 752
4 12 8:00 8:00  9:00 3 09 2867 1055 - -
5 12 2:00 215  2:15 1 05 288 0 757 901
5 2 0:12 053 - 4 05 654 2903 701 824
5 3 0:06 024  0:18 4 13 1168 3091 582 815
6 12 - 0:30  2:00 4 09 1045 099 664 741
6 2 0:09 0:09 0:25 3 04 1200 172 755 910

T1°E= tiempo a la primera eyaculacion; T1°S= tiempo al primer salto; TR= tiempo de reaccioén, EC= eficacia
a la cubricién; VE= volumen eyaculado; C= Concentracién espermatica; MRP= movimiento rapido
progresivo; N= morfologia espermaética; I= integridad de acrosoma.

De los diez machos sometidos a aprendizaje en las condiciones de nuestro
estudio, el 60% (6/10) respondieron al primer estimulo y el 50% (5/10) repitieron al
segundo. Sin embargo, y como podemos apreciar en la tabla de muestreo, el macho
numero 4 solo eyaculé en vagina en una ocasion, empleando tres saltos para ello,
ocurriendo el primero de ellos a los 8 minutos, por lo que se excluyd del lote. Se

destacan por su comportamiento sexual (tiempo a la primera eyaculacion, al primer
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salto y de reaccién) y por la calidad del esperma 2 de los 6 que respondieron al

programa de entrenamiento, y que fueron seleccionados para el estudio.

5.2 Resultados obtenidos en la valoracion del esperma fresco

Durante el periodo de estudio, comprendido entre noviembre de 2000 a
diciembre de 2001, se realizaron 128 recogidas de esperma mediante VA de los dos
machos seleccionados. A continuacién se describen los resultados de las valoraciones
seminales correspondientes de los referidos eyaculados, realizados inmediatamente tras

la recogida.

5.2.1 Volumen eyaculado

El volumen medio eyaculado (VE) fue de 1.20 + 0.36 ml para ambos machos, con
valores minimos de 0.4 ml y maximos de 2.1 ml. No se observan variaciones
individuales (p>0.05), obteniéndose valores de 1.18 + 0.36 ml y 1.23 + 0.37 ml, para el

macho 1y 2, respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Volumen medio eyaculado (VE) durante el periodo de estudio por cada macho
(media + desviacion tipica).

MACHO VE (ml)
e 1,18+ 0,36
g 1,23+0,37
Toul 1,20 +0,36

Al analizar la posible interaccion de la estacion del afio sobre la evolucién del
VE, durante el periodo de estudio, por ambos machos (Tabla 4), no observamos
diferencias significativas entre estaciones (p>0.05), siendo similares entre ellas, otofio
(1.28 £ 0.36 ml), invierno (1.18 £+ 0.29 ml) y primavera (1.25 + 0.43 ml); mientras que

en verano el VE fue menor (1.06 + 0.33 ml), pero no estadisticamente significativo.
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Tabla 4. Volumen medio eyaculado (VE) durante las distintas estaciones del afio por

ambos machos (media + desviacion tipica).

ESTACION VE (mi)
Prir:n:?ffa 1,25+ 0,43
\/ne:rggo 1,06 +£0,33
(r)]tfjf 1,28 +0,36
Inr:/i%rgo 1,18 + 0,29

El VE por ambos machos (Figura 1), no mostré diferencias significativas entre

meses (p>0.05), registrandose valores similares durante los catorce meses de estudio; no

obstante, se observé un ligero aumento en abril (1.36 + 0.38 ml) y mayo de 2001 (1.35

+ 0.50 ml), para volver a descender hasta registrarse el minimo en julio de 2001 (0.95 +

0.35 ml). En octubre de 2001, se registro el valor maximo (1.44 + 0.29 ml), para volver

disminuir hasta el final de la experiencia (diciembre de 2001).

Figura 1. Evolucion del volumen medio eyaculado (VE) durante los catorce meses de

estudio por ambos machos (VE1; VE2).

= = = VE(ml

1,70 1

1,50 1

1,30 1

1,10 1

0,90 -

0,50 T T T T T

VEL (ml) — — — VE2 (ml)

S &
\\ O (%] Y

0
QO b\ QJQ \QJ 6\(0' 15,0 ®’b‘

NN N
Y N IR\

09\, > & S S
F L LS

88



Resultados

Considerando ambos machos, el volumen no mostré diferencias significativas
entre fotoperiodos (p>0.05), con valores medios de 1.22 + 0.36 ml para el ascendente y
1.19 + 0.36 ml para el descendente. No obstante, se registr6 un aumento progresivo a
partir del solsticio de invierno (21 de diciembre), hasta alcanzar los valores mas
elevados poco antes del solsticio de verano (21 de junio), y que disminuyeron llegando
al minimo en julio de 2001 (0.95 + 0.35 ml), registrandose los valores mas bajos en
verano (1.02 ml). Seguidamente, se observdé un nuevo aumento hasta alcanzar el
maximo en octubre de 2001 (1.44 + 0.29 ml), para volver a disminuir hasta el final de la

experiencia, justo antes del siguiente solsticio de invierno (Figura 2).

Al igual que el fotoperiodo, la temperatura media ambiental no influyd
significativamente sobre el volumen medio eyaculado, y aungue se registré un patrén de
distribucion similar al de la curva de temperatura ambiental, el VE disminuy6 durante
los meses més calurosos (junio, julio y agosto de 2001); sin embargo, esta diferencia no

fue estadisticamente significativa (Figura 3).

Figura 2. Evolucion del volumen eyaculado medio (VE) por ambos machos frente al
fotoperiodo (FP).
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Figura 3. Evolucion del volumen eyaculado medio (VE) frente a la temperatura ambiental
media (T?).
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5.2.2 Concentracion espermatica

El valor medio de concentracion espermatica (C) fue de 3542.17 + 776.75 x 10°
spz/ml, con un valor minimo de 1892.00 x 10° spz/ml y maximo de 5068.00 x 10°
spz/ml. Al igual que con el volumen eyaculado, este parametro no mostré variaciones
individuales (p>0.05), con valores de 3580.55 + 802.36 x 10° spz/ml y 3495.26 +
721.94 x 10° spz/ml para el macho 1y 2, respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5. Concentracion espermatica media (C) durante el periodo de estudio para cada
macho (media + desviacidn tipica).

MACHO C (spz/ml)
1
n=70 3580,55 + 822,36
2
n=58 3495,26 + 721,94
Total

n=128 3542,17 £ 776,75
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Sin embargo, se observaron diferencias muy significativas entre estaciones
(p<0.001), con valores maximos en invierno (4043.29 + 499.53 x 10° spz/ml) y
primavera (4261.27 + 582.14 x 10° spz/ml), y minimos en verano (3152.89 + 646.96 x
10° spz/ml) y otofio (3092.37 + 614.55 x 10° spz/ml) (Tabla 6).

Tabla 6. Concentracién espermatica media (C) en cada estacion del afio por ambos
machos (media + desviacion tipica).

ESTACION C (spz/ml)
P”r’gfra 4261,27 + 582,14"
Vrf:rggo 3152,89+ 646,96°
2?;; 3092,37 + 614,55°
nviemo 4043,29 + 499,53

Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias
significativas (p<0.001)

Figura 4. Evolucion de la concentracion espermaética media (C) durante los catorce meses
de estudio por ambos machos (C1; C2).
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La figura 4 representa la evolucion de la concentracion espermatica,
observandose diferencias significativas entre meses (p<0.001), registrandose los valores

minimos en cada macho en noviembre y diciembre de 2000, con 2793.33 + 518.70 x 10°
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spz/ml y 2676.67 + 608.88 x 10° spz/ml, respectivamente; elevandose a continuacion
significativamente hasta alcanzar los valores méximos entre enero (4143.11 + 508.72 x
10° spz/ml) y junio de 2001 (4092.57 + 687.94 x 10° spz/ml), para disminuir
progresivamente hasta agosto de 2001 (2859.00 + 287.04 x 10° spz/ml), y en ambos
machos volvid a aumentar suavemente hasta el final del periodo de estudio (3626.67 +
505.52 x 10° spz/ml).

Al analizar el posible efecto del fotoperiodo sobre la evolucion de la
concentracion espermatica media durante los catorce meses de estudio (Figura 5),
obtuvimos diferencias significativas entre fotoperiodos (p<0.001), con valores maximos
durante el ascendente (4165.83 + 536.41 x 10° spz/ml) y minimos en el descendente
(3126.39 + 618.47 x 10° spz/ml). A partir del solsticio de invierno, se registré un
aumento progresivo hasta alcanzar valores méaximos (4378.91 + 497.47 x 10° spz/ml)
justo antes de solsticio de verano, a partir del cual se observo un descenso progresivo de

la misma, para volver a elevarse antes del siguiente solsticio de invierno.

Figura 5. Evolucion de la concentracion espermética media (C) por ambos machos frente
al fotoperiodo (FP).
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La temperatura ambiental no mostro influencia significativa sobre la evolucion
de C a lo largo del estudio; si bien, disminuyd ligeramente durante los meses de

temperaturas elevadas, concretamente en julio y agosto de 2001 (Figura 6).

Figura 6. Evolucién de la concentracion espermatica media (C) por ambos machos frente
a la temperatura ambiental media (T9).
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5.2.3 Movimiento espermatico

El movimiento espermatico se valoré calculando dos pardmetros cinéticos
distintos, el movimiento total (MT) y el movimiento rapido progresivo (MRP), cuyos
valores medios durante la experiencia fueron de 81.41 + 9.33 % y 56.52 + 11.34 %,
respectivamente. Obtuvimos diferencias significativas entre individuos para ambos
parametros (p<0.001 respecto al MT y p<0.01 respecto al MRP), de tal modo que MT
mostré valores medios de 76.84 + 8.26 % y 87.05 + 7.30 % para los machos 1y 2,
respectivamente; mientras que MRP fue de 53.62 + 11.32 % para el macho 1y 60.08 +
10.38 % para el 2 (Tabla 7).
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Tabla 7. MT y MRP medios durante el periodo de estudio para cada macho (media +
desviacion tipica).

MACHO MT (%) MRP (%)
n:170 76,84+ 8,26 53,62+ 11,32
n:258 87,05+7,30"" 60,08+ 10,38
,,Tffgg 81,41+9,33 56,52 + 11,34

™ (p<0.01) T (p<0.001)

MT= porcentaje medio de espermatozoides con movimiento total; MRP= porcentaje
medio de espermatozoides con movimiento rapido progresivo.

El valor medio anual de MT no mostré diferencias significativas entre estaciones
(p>0.05), registrandose porcentajes similares en invierno (80.96 + 8.95 %), primavera
(84.95 + 9.49 %) y verano (81.71 + 9.54 %); sin embargo en otofio se registraron

valores ligeramente inferiores al resto del afio (79.41 = 9.07 %), pero no

estadisticamente significativos (Tabla 8).

Tabla 8. MT y MRP medios durante las distintas estaciones del afio por ambos machos
(media * desviacion tipica).

ESTACION MT (%) MRP (%)
P”rﬂaz‘fra 84,95 + 9,49 52,01 + 10,14
Verano 81,71+ 9,54 57,25+ 14,28
n=28
Otofio
- 79,41 + 9,07 58,50 + 11,12
Invierno
e 80,96 + 8,95 56,53 + 8,81

MT= porcentaje medio de espermatozoides con movimiento total; MRP= porcentaje
medio de espermatozoides con movimiento rapido progresivo.
Asimismo, el MRP no mostré diferencias significativas entre estaciones
(p<0.05), con valores similares en verano (57.25 + 14.28 %), otofio (58.50 + 11.12%) e
invierno (56.53 + 8.81 %), que disminuyeron suavemente en primavera (52.01 + 10.14

%), pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas (Tabla 8).
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Tras analizar el posible efecto del mes de estudio sobre la evolucion del
movimiento espermatico durante la experiencia (Figura 7), no obtuvimos diferencias
significativas entre meses para MT y MRP (p>0.05); sin embargo, el MRP mostrd un
ligero aumento en noviembre de 2001 (64.59 + 7.26 %), asi como un suave descenso en
abril de 2001 (46.63 + 7.19 %).

Figura 7. Evolucion de MT y MRP por ambos machos durante el estudio.

| MT (%) OMRP (%)

MT= porcentaje medio de espermatozoides con movimiento total,
MRP= porcentaje medio de espermatozoides con movimiento rapido
progresivo.

No observamos influencia del fotoperiodo sobre la evolucion del movimiento
espermatico (Figura 8), ya que no obtuvimos diferencias significativas para MT y MRP
(p>0.05), con valores de MT y MRP similares durante el fotoperiodo ascendente (82.57
+ 9.40 %; 54.42 + 9.72 %) y descendente (80.55 + 9.25 %; 57.97 + 12.18 %)

respectivamente.

Del mismo modo, la temperatura ambiental, no mostro efecto significativo sobre
la evolucién del movimiento espermatico a lo largo de todo el periodo de estudio
(p>0.05), manteniendo, ambos parametros cinéticos, una distribucion similar a lo largo

de la experiencia e independiente de la oscilacion térmica (Figura 9).
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Figura 8. Evolucion de MT y MRP por ambos machos frente al fotoperiodo (FP).
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MT= porcentaje medio de espermatozoides con movimiento total; MRP=
porcentaje medio de espermatozoides con movimiento rapido progresivo.

Figura 9. Evolucion de MT y MRP por ambos machos frente a la temperatura ambiental
media (T?).
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MT= porcentaje medio de espermatozoides con movimiento total; MRP=
porcentaje medio de espermatozoides con movimiento rapido progresivo.
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5.2.4 Morfologia espermatica

El valor medio anual del porcentaje de espermatozoides morfoldgicamente
normales (N) fue de 74.20 + 19.15 %, para ambos machos; encontrandose diferencias
significativas entre individuos (p<0.001), con valores medios de 60.18 + 15.37 % y
90.27 + 5.58 %, para el macho 1y 2, respectivamente (Tabla 9), que se vieron influidos
por un proceso inflamatorio testicular que afecto al macho 1 entre los meses de junio a
septiembre, y que fue de etiologia desconocida, tratado con antibiéticos de amplio

espectro, y que tras remitir tras 12 dias el macho recuper6 su calidad seminal.

Tabla 9. Morfologia espermética (N) durante el periodo de estudio para cada macho
(media * desviacion tipica).

MACHO N (%)
n=170 60,18 + 15,37°
n=258 90,27+ 5,58"°
nT: Ofgg 74,20 + 19,15

Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias
significativas (p<0.001)
N= porcentaje medio de espermatozoides morfolégicamente normales.

Tabla 10. Morfologia espermatica en cada estacion del afio por ambos machos (media +
desviacién tipica).

ESTACION N (%)
P”:Efra 70,63 + 24,80°
Vne:rggo 67,90 + 24,25°
Otono 82,25 +10,53"
Invierno

ab
n=32 73,11 +13,98

Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias
significativas (p<0.05)
N= porcentaje medio de espermatozoides morfolégicamente normales.

La morfologia esperméatica mostré diferencias significativas segln la estacion

del afio (p<0.05), registrandose los valores mas bajos en invierno (73.11 + 13.98 %),
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primavera (70.63 + 24.80 %) y verano (67.90 + 24.25 %); mientras que en otofio se

registraron valores estadisticamente superiores al resto del afio (82.25 + 10.53 %).

La figura 10 representa graficamente la evolucion de la morfologia espermatica
a lo largo del estudio, no observandose diferencias significativas entre los meses del afio
(p>0.05); aunque se registra un descenso progresivo desde noviembre de 2000 (79.93 +
12.75 %) hasta abril de 2001 (67.10 + 32.03 %). Los niveles menores se observaron
entre los meses de marzo (68.78 + 15.36 %) y mayo de 2001 (68.46 + 22.04 %), para
aumentar de forma progresiva hasta el final de la fase de estudio (83.43 + 9.37 %). En
septiembre de 2001 se registrd el menor porcentaje de este parametro (60.50 + 23.16
%).

Figura 10. Evolucion de la morfologia espermatica media (N) e individual en cada macho
(N1; N2).
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N= porcentaje medio de espermatozoides morfolégicamente
normales por ambos machos, N 1: porcentaje medio de
espermatozoides morfolégicamente normales por el macho 1, N 2:
porcentaje medio de espermatozoides morfolégicamente normales
por el macho 2.

Tras analizar el posible efecto del fotoperiodo, sobre la evolucion de la
morfologia espermatica a lo largo del estudio (Figura 11), no obtuvimos diferencias
significativas entre fotoperiodos (p>0.05), con valores de 71.57 + 19.00 % y 76.28 +

19.16 % para el ascendente y descendente, respectivamente.
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Figura 11. Evolucién de la morfologia espermatica media (N) por ambos machos frente al
fotoperiodo (FP).

—o—N (%) ——FP (h)

90 T —+ 15:36:00
8T 1 14:24:00
80 +

2l 4 13:12:00
70 + T 12:00:00
65T 1 10:48:00
60 +

55 1 T 9:36:00
50 — 8:24:00

0° S 0"’ o“’ S 0"’ N N ¥ 0“/

AR N
(\0 S S <@ @'b' ré.o é\'b% \\5 \\) ‘b'o" QQ’Q 00 (\ 6

N= porcentaje medio de espermatozoides morfolégicamente
normales.

La temperatura ambiental media no mostro influencia significativa sobre la
proporcion de espermatozoides morfoldégicamente normales durante el periodo de
estudio (p>0.05), mostrando un patron de distribucion similar a la curva de la
temperatura ambiental (Figura 12).

Figura 12. Evolucién de la morfologia espermética media (N) por ambos machos frente a
la temperatura ambiental media (T#).
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N= porcentaje medio de espermatozoides morfoldgicamente
normales por ambos machos.
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5.2.5 Integridad de acrosoma

El porcentaje medio de espermatozoides con el acrosoma integro por eyaculado (1)
durante el periodo de estudio fue de 91.00 + 4.74 %, con un minimo del 77.40 % y un
maximo de 99.20 %, para ambos machos. Por otro lado, no se observaron variaciones
individuales para este parametro (p>0.05) en los machos estudiados, registrandose
valores medios de 90.30 + 491 % y 91.85 + 4.43 % para los machos 1 y 2,

respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Integridad de acrosoma (I) durante el periodo de estudio por cada macho
(media * desviacion tipica).

MACHO I (%)
n:170 90,30 + 4,91
) :258 91,85 + 4,43
nT: Ofgg 91,00 + 4,74

El valor medio anual del porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro
(Tabla 12), mostro diferencias significativas segun la estacion del afio (p<0.001), con
valores maximos en otofio (91.36 + 4.36 %), invierno (93.07 + 3.81 %) y primavera

(91.88 + 4.44 %), que disminuyd significativamente en verano (87.55 + 4.81 %).

Tabla 12. Integridad de acrosoma (1) en cada estacion del afio por ambos machos (media
+ desviacién tipica).

ESTACION 1 (%)
P”r’gfra 91,88+ 4,44"
Vne:rggo 87,55 + 4,81°
atzoff 91,36+ 4,36°
'“r‘]’i%rzno 93,07+ 3,81°

Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias
significativas (p<0.001)
I= porcentaje medio de espermatozoides con acrosoma integro.
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Asimismo, obtuvimos variaciones mensuales en la integridad de acrosoma
(p<0.001), con valores minimos en septiembre de 2001 (86.03. + 4.70 %) y maximos en
abril de 2001 (95.46. + 2.23 %). Los valores superiores se registraron entre noviembre
de 2000 (94.94 + 3.43 %) y abril de 2001, para descender progresivamente hasta

septiembre de 2001 y volver a elevarse hasta el final del periodo de estudio (Figura 13).

Figura 13. Evolucion de la integridad de acrosoma media () e individual en cada macho
(11; 12).
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I= porcentaje medio de espermatozoides con acrosoma integro por
ambos macho; | 1= porcentaje medio de espermatozoides con acrosoma
integro por el macho 1; | 2= porcentaje medio de espermatozoides con
acrosoma integro por el macho 2.

Al estudiar estadisticamente el posible efecto del fotoperiodo, sobre la evolucién
de la integridad de acrosoma a lo largo del periodo de estudio (Figura 14), se obtuvieron
diferencias muy significativas entre ambos (p<0.001), correspondiendo los valores
superiores al ascendente (93.03 + 3.65 %), que disminuyeron justo antes del solsticio de
verano. Durante el fotoperiodo descendente se registraron los valores minimos (89.63 +

4.93 %), que se incrementaron poco antes del siguiente solsticio de invierno.
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Figura 14. Evolucién de la integridad de acrosoma por ambos machos frente al
fotoperiodo (FP).
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I= porcentaje medio de espermatozoides con acrosoma integro.

Figura 15. Evolucion de la integridad de acrosoma por ambos machos frente a la
temperatura media ambiental (T#).
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I= porcentaje medio de espermatozoides con acrosoma integro.

Asimismo, observamos una interaccion significativa de la temperatura ambiental
media sobre la evolucién de la integridad de acrosoma a lo largo del estudio (p<0.01),
registrandose los valores mas elevados cuando la temperatura ambiental fue menor, y
que disminuyeron hasta valores minimos, cuando se registraron las temperaturas

méaximas, que a su vez coincidié con la estacion de verano. A continuacion, con el
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descenso de las temperaturas (Figura 15) se observéd un incremento en el porcentaje de

espermatozoides con integridad de acrosoma.

5.2.6 Correlacion entre los parametros espermaticos estudiados

Al calcular el coeficiente de correlacion entre los pardmetros espermaticos, se
observo la existencia de correlaciones entre varios de ellos; asi, el volumen eyaculado
(VE) mostr6 una correlacion significativa con el MRP (r=0.25, p<0.01); sin embargo,
no se obtuvo correlacion significativa entre el mismo y el resto de parametros seminales
(concentracion espermatica, movimiento total, morfologia espermaética e integridad de

acrosoma).

Por el contrario, la concentracion espermatica (C) mostro correlacion negativa y
significativa con el MRP (r= -0.20, p<0.05); no observandose correlacion significativa
con el resto de pardmetros seminales (volumen eyaculado, movimiento total, morfologia

espermatica e integridad de acrosoma).

Por otra parte, el MT mostrd correlacion significativa con el MRP (r=0.58,
p<0.01), morfologia espermatica (r=0.54, p<0.01) e integridad de acrosoma (r=0.19,
p<0.05); sin embargo, no obtuvimos correlacion significativa con la concentracién

espermatica (C).

Asimismo, el MRP mostro, a su vez correlacion significativa con la morfologia
espermatica (r=0.29, p<0.01), mientras que esta ultima mostrd correlacién significativa
con la integridad de acrosoma (r=0.25, p<0.01).

Por otro lado, al calcular el coeficiente de correlacion entre dichos parametros
espermaticos y las variables individuo, estacion, mes, fotoperiodo y temperatura media
ambiental, obtuvimos una correlacion significativa del factor individuo con el MT (0.55,
p<0.01), MRP (r=0.28, p<0.01) y morfologia espermatica (r=0.79, p<0.01).
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La estacion del afio mostro una correlacion significativa con la integridad de
acrosoma (r=0.19, p<0.05), al igual que el factor mes, que mostré correlacion negativa y

significativa con la integridad de acrosoma (r=-0.48, p<0.01).

Los factores ambientales, fotoperiodo y temperatura media, mostraron
correlacion significativa con varios de los parametros seminales estudiados, el primero
con la concentracién espermatica (r=0.66, p<0.01) e integridad de acrosoma (r=0.35,
p<0.01), mientras que la temperatura media manifestd correlacién negativa y

significativa con la integridad de acrosoma.

Tabla 13. indices de correlacion entre los parametros seminales y de éstos con el individuo
(macho), estacion, mes, fotoperiodo (FP) y temperatura ambiental media (T?).

VE C MT MRP N |
VE 051 123 246 -,012 127
ns ns ns ns
c ,051 1102 -,199" -,047 ,035
ns ns ns ns
MT 123 102 576 536 ,190
ns ns
MRP 246 -,199 576 290 ,?123
N -,012 -,047 536 290 249
ns ns
| 127 ,035 ,190" ,083 249
ns ns ns
MACHO ,069 -,055 546 284 787 163
ns ns ns
ESTACION ,020 -,074 -,159 131 127 187
ns ns ns ns ns
MES ,070 -,133 ,031 154 ,045 - 478
ns ns ns ns ns
Ep ,052 658" ,107 -,155 -,123 353"
ns ns ns ns
o -,132 -,005 142 -,044 -,179 -,348"
ns ns ns ns ns

™ Correlacion significativa (p<0.01); ~ Correlacion significativa (p<0.05); ns (no significativo)
VE= volumen eyaculado; C= concentracion espermatica; MT: movimiento total; MRP: movimiento
rapido progresivo; N: morfologia espermatica; I: integridad de acrosoma.
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5.3 Resultados obtenidos en la valoracion del esperma congelado-descongelado

5.3.1 Movimiento post-descongelacion

De los 128 eyaculados recogidos durante el estudio, 99 (77.34%) cumplieron los
requisitos exigidos a la precongelacion (apartado 4.2.6), mientras que 29 (22.66%)
fueron eliminados, no observando diferencias significativas en la produccién de
eyaculados aptos para congelar entre individuos (p>0.05); de manera que, del macho 1
se congeld el 71.43% de los eyaculados (50/70), mientras que del 2 se pudo congelar el
84.48% (49/58).

Por otra parte, apreciamos que el tiempo de reaccién aumento significativamente
en primavera (p<0.01) (3 minutos y 28 segundos), asi como la presencia de fallos en la

eyaculacion en el macho 1 (4.29%).

En todos los eyaculados congelados se determind el movimiento a la
descongelacion. En total se realizaron 198 valoraciones cuyos resultados fueron los

siguientes:

5.3.1.1 Movimiento total y rapido progresivo a la descongelacion (MTD y MRPD)

El valor medio del movimiento total a la descongelacion (MTD) fue de 55.49 +
14.19 % para ambos machos, registrandose una pérdida de 25.92 puntos en el porcentaje
de espermatozoides tras el proceso de congelacion-descongelacion (Tabla 14)
comparandolo con el valor medio de dicho parametro obtenido antes de congelar el
esperma (81.41 + 9.33 %). Con respecto al movimiento rapido progresivo medio a la
descongelacion (MRPD) fue de 33.76 + 11.58 % para ambos machos, con un maximo
de 61.78% y un minimo de 5.22%. Este parametro se vio influido significativamente por
el proceso de congelacion-descongelacion al que se sometid el esperma, registrandose
pérdidas de hasta un 40.27% con respecto al valor medio obtenido antes de congelar
(Tabla 15).
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Tabla 14. Resultados del porcentaje de MT obtenido en la valoracion de esperma
precongelado y descongelado para cada macho y diluyente (media + desviacion tipica).

MOVIMIENTO MACHO DILUYENTE
TOTAL (%) 1 2 TOTAL TRIS LACTEO

Precongelacion  76.64+8,26™  87,05:7,30™  8141+9,33

deSCﬁgglg'gmn 52,59+ 11,84" 5847+1578" 5549+14,19 57,39+12,23 53,60+ 1574

™ (p<0.01); ™ (p<0.001)
MT= movimiento total precongelado; MTD= movimiento total a la descongelacion.

Se observaron variaciones individuales en el MTD (p<0.01) y MRPD (p<0.001)
en los dos machos estudiados, con valores de 52.59 + 11.84 % y 58.47 + 15.78 % en el
MTD vy de 30.60 + 9.46 % y 37.03 + 12.66 % en el MRPD para los machos 1y 2,
respectivamente. Asimismo, se registraron pérdidas del 31.56% para el macho 1 y del
32.83% para el 2 en el MTD (Tabla 14), que fueron del 42.93% para el macho 1y
38.37% para el 2 en el MRPD (Tabla 15).

Tabla 15. Resultados del movimiento rapido progresivo medio obtenido en la valoracién
de esperma precongelado y descongelado durante los catorce meses de estudio para cada
macho y diluyente (media + desviacién tipica).

MRP MACHO DILUYENTE

(o)

(%0) 1 2 TOTAL TRIS LACTEO
prec?:giglgmon 53,62+ 11,32" 60,08+10,38™ 56,52+ 11,34
des"r‘]’:fgeéa'on 30,60+9,46"" 37,03+12.66™" 3376+1158 3444+9,74 33,10+1316

™ (p<0.01); ™ (p<0.001)
MRP= movimiento réapido progresivo del esperma precongelado; MRPD= movimiento rapido progresivo
a la descongelacion

En cuanto al analisis del posible efecto del diluyente de congelacion sobre el MTD
y MRPD, no obtuvimos diferencias significativas entre ambos diluyentes (p>0.05),
aunque el Tris (T) mostrd valores ligeramente superiores a los registrados por el
diluyente lacteo (L), para ambas variables. Ademas, se observaron pérdidas del 29.5% y
34.16% de MT para T y L, respectivamente (Tabla 14), que fueron del 39.07% parael T
y del 41.44% para el L en cuanto al MRPD (Tabla 15).
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Tras analizar el efecto del macho sobre el MTD obtenido por cada diluyente
(Figura 16), observamos variaciones individuales (p<0.01) para T, registrandose valores
de 53.39 + 11.04 % y 61.56 + 12.11 % para los machos 1 y 2 respectivamente. Sin
embargo, no obtuvimos diferencias individuales estadisticamente significativas en el
MTD (p>0.05) empleando L, con valores de 51.79 + 12.65 % para el macho 1y 55.45 +
18.32 % para el 2.

Figura 16. MTD medio para cada macho segun el diluyente de congelacién (T= Tris;
L=l4cteo).

BT
oL

Macho 1 Macho 2

Figura 17. Valores de movimiento rapido progresivo medio a la descongelacion (MRPD)
obtenidos en cada individuo, segun el diluyentes (T= diluyente Tris; L= diluyente lacteo).

BT OL

Macho 1 Macho 2

Tambiéen se obtuvieron diferencias individuales significativas (p<0.01 respecto al
T, p<0.05 respecto al L), al estudiar el efecto del macho sobre el MRPD obtenido por
cada diluyente a lo largo de todo el periodo de estudio (Figura 17). Asi, el macho 1
mostrd valores significativamente inferiores a los registrados por el 2 en ambos

diluyentes, con valores de 3145 + 7.44 % y 29.75 + 11.13 % para T y L,
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respectivamente; mientras que el macho 2 mostr6 valores de 37.55 + 10.90 %
empleando Ty 36.52 + 14.27 % con L.

Asimismo, en las figuras 16 y 17 podemos apreciar diferencias, pero no
estadisticamente significativas (p>0.05), en los valores de MTD y MRPD registrados
por cada macho durante el estudio segun el diluyente de congelacion utilizado, si bien T
mostrd valores ligeramente superiores a los obtenidos por L, en ambos machos, asi el
MTD en el macho 1 dio valores de 53.39 + 11.04 % para T y 51.79 + 12.64 % para L;
mientras que en el macho 2 los valores registrados fueron de 61.56 + 12.11 % y 55.45 +

18.31 % para T y L, respectivamente.

Al valorar el efecto de la estacidn, correspondiente a la fecha de recogida del
eyaculado, sobre la evolucién del MTD (Tabla 16), no obtuvimos diferencias
significativas entre estaciones (p>0.05), registrandose valores muy similares en invierno
(56.95 + 10.54 %), primavera (58.46 + 15.97 %) y verano (57.24 + 15.15%), y que
disminuyeron ligeramente en otofio (52.75 + 14.38 %), pero no estadisticamente
significativo. Las diferencias entre el MT antes de congelar y a la descongelacion,
alcanzaron perdidas medias de 26.49 puntos en primavera, 32.38 puntos en verano,

26.66 puntos en otofio y 25.16 puntos en invierno.

En cuanto a la influencia de la estacion del afio sobre los resultados de MRPD
(Tabla 16), obtuvimos diferencias significativas (p<0.01), aunque los valores fueron
constantes en tres de las cuatro estaciones. Asi, en otofio se registré un porcentaje medio
de 31.12 + 12.43 %, 33.99 + 6.59 % en invierno y 33.32 + 9.94 % en primavera, que
aumentaron significativamente en verano (38.55 = 13.10 %). Por otra parte, se
observaron pérdidas del 35.94% en primavera, 32.66% en verano, 46.80% en otofio y

9.87% en invierno.

108



Resultados

Tabla 16. Respuesta del movimiento espermatico a la congelacion-descongelacion segun la estacion del afio por individuo y diluyente

(media + desviacion tipica).

, MT (%) MTD (%) MTD (%)
ESTACION 1 2 Total 1 2 Total TRIS LACTEO
Primavera > * *

e 7760+£7,09 9229+4497 8495+949 5560+1009° 6124+2028°  5846+1597  6321+10,11 53,72 +19,45
Vrfzrggo 7578+7,72 8962+4797 8171+954 47,71+1107° 6598+1306°  57,24+1515 57,31+1323 57,17 +17,15
O 7579:856 8342+804" 7941:007 5131+1318° 5427+1556° 5275+1438  5447+1335  51,04+1530
'”r‘]’fzrlno 7842+932 8497+691" 8096+895 57,94+848" 5580+1267°  5695+1054  59,39+821  54,62+12,11

" (p<0.05), " (p<0.01)

MT: movimiento total a la precongelacion, MTD: movimiento total a la descongelacion.

Tabla 17. Respuesta del movimiento espermatico a la congelacion-descongelacién segun la estacién del afio por individuo y diluyente

(media + desviacion tipica).

. MRP (%) MRPD (%) MRPD (%)

ESTACION 1 2 Total 1 2 Total TRIS LACTEO
P”rr]'li‘fra 4844+788 55581118 5201+1014 31,77+561  3487+1299° 3332+9094° 3336541 3328+1326°
VersRO  5282:1560 6316990 57,25:1428 30,16+984  4624+10,88° 3855:1310° 379041040 39,20+1556°
Ont:°4”1° 56,04 +1054 6120+11,35 5850+11,11 2862+11.32 3375+£1313° 31,12+1243° 3295+1164 2929+13,06°
'”r:’lzrlno 5464+923 5953+751 5653+881  3408+580  3390+756°  3399+659°  3427+583 3373+737°

? (p<0.05), ® (p<0.01), © (p<0.001)
MRP: movimiento rapido pogresivo a la precongelacién, MRPD: movimiento rapido progresivo a la descongelacion
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Figura 18. Movimiento total medio observados a la descongelacion (MTD) en cada
estacion por individuo.

W Macho 1 OMacho 2

Primavera Verano Otofio Invierno

Figura 19. Movimiento rapido progresivo medio observado a la descongelaciéon (MRPD)
en cada estacion por individuo.

B Macho 1 OMacho 2

Primavera Verano Otofio Invierno

Sin embargo, tras analizar de forma individual el efecto de la estacion, en la que se
recoge el esperma, sobre el MTD registrado por cada macho (Figura 18), obtuvimos
diferencias significativas en el macho 1 (p<0.05), observandose valores similares en
otofio (51.31 + 13.18 %), invierno (57.94 + 8.48 %) y primavera (55.69 + 10.09 %), que

disminuyeron significativamente en verano (47.71 £ 11.07 %). Asimismo, el macho 2

110



Resultados

también mostré variaciones estacionales (p<0.05), con valores similares en otofio (54.27
+ 15.56 %), invierno (55.80 + 12.67 %) y primavera (61.24 + 20.27 %), para aumentar
de forma significativa en verano (65.98 + 13.06 %), junto con el MRPD (46.24 + 10.88
%) que en este macho mostro diferencias muy significativas segun la estacion del afio
(p<0.001), a diferencia del macho 1 que mantiene porcentajes practicamente constantes

durante el estudio.

Por otra parte, al estudiar el efecto de la estacion sobre el MTD y el MRPD
registrado por ambos diluyentes durante el estudio (Figuras 20 y 21), no observamos
diferencias significativas entre estaciones (p>0.05) en los dos diluyentes estudiados,
para el MTD. Sin embargo, el diluyente lacteo (L) si mostrd diferencias significativas
en los resultados de MRPD obtenidos segun la estacion (p<0.05) con valores similares
durante las estaciones de invierno y primavera (33.73 + 7.37 % y 33.28 + 13.26 %,
respectivamente) pero con diferencias estadisticamente significativas entre otofio y
verano (29.29 + 13.06 % vs 39.20 + 15.56 %).

Asi, la respuesta al Tris (T) dio valores similares en verano e invierno con un
MTD medio de 57.31 + 13.24 % y 59.39 + 8.21 %, respectivamente, que disminuy6 de
forma suave en otofio (54.47 + 13.35 %), y aumento significativamente en primavera
(63.21 + 10.11 %). No obstante, el MTD obtenido con el diluyente lacteo (L) mostrd
una distribucion mas homogénea durante la experiencia, si bien se aprecia un ligero
aumento en verano (57.17 + 17.15 %). Con respecto al MRPD se aprecia un ligero
aumento durante el verano (37.90 + 10.40 %) empleando el diluyente T, aunque las

diferencias no fueron significativas (p>0.05).
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Figura 20. Movimiento total medio observado a la descongelacién (MTD) en cada estacion
por diluyente(T= Tris; L=l4cteo).

|mT oL

| 59,39

Primavera  Verano Otoio Invierno

Figura 21. Movimiento rapido progresivo medio observado a la descongelaciéon (MRPD)
en cada estacidon por diluyente (T= diluyente Tris; L= diluyente lacteo).
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En la figura 22, donde se representa graficamente la evolucion del MTD medio,
obtenido en cada macho, con respecto a la media observada a lo largo de los catorce
meses de estudio, se aprecian variaciones individuales entre machos (p<0.01), y las
diferencias son muy significativas en los valores de MTD segun el mes de estudio
(p<0.001), registrandose porcentajes superiores en noviembre de 2000, asi como en
febrero, marzo, junio, julio y agosto de 2001, que disminuyeron de forma significativa

durante los meses de septiembre, octubre y diciembre de 2001.
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Figura 22. Variacion del movimiento total medio a la descongelacién (MTD) respecto a la
media en cada uno de los machos estudiados durante los 14 meses de estudio.
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MTD= movimiento total medio observado a la descongelacion por ambos
machos; MTD 1= movimiento total medio observado a la descongelacién por el
macho 1; MTD 2= movimiento total medio observado a la descongelacion por el
macho 2.

Figura 23. Movimiento total medio observado a la descongelacion (MTD) para cada
diluyente respecto a la media, durante los 14 meses de estudio.
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MTD= movimiento total medio observado a la descongelacion por ambos
machos; T= movimiento total medio observado a la descongelacion por el Tris;
L= movimiento total medio observado a la descongelacién por el diluyente
lacteo.

Al representar graficamente la evoluciéon del MTD para cada diluyente a lo largo

de todo el periodo de estudio (Figura 23), observamos que ambos diluyentes mostraron
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una distribucion similar durante dicho periodo, aunque el Tris (T) registrd valores
significativamente superiores en marzo y junio de 2001 (65.47 + 7.07 % y 67.17 +
14.16 %, respectivamente), que disminuyeron hasta alcanzar valores minimos en
diciembre de 2001 (47.62 + 12.58 %); mientras que el diluyente lacteo (L) obtuvo

valores maximos en agosto (68.57 + 16.17 %) y minimos en octubre de 2001 (41.39 +
12.08 %).

La representacion gréfica de la evolucion del MRPD obtenido a lo largo del
estudio (Figura 24), nos permite observar que existen variaciones individuales entre
machos (p<0.001), y diferencias significativas segun el mes de estudio (p<0.001),
registrandose los porcentajes mas elevados en junio, julio y agosto, y los minimos en
diciembre de 2000 y en octubre de 2001. Por otra parte, aunque se apreciaba una
distribucion similar del MRPD en ambos machos, los valores de MRPD fueron
significativamente superiores en el macho 2 durante los meses de mayo a septiembre de
2001.

Figura 24. Variacion del movimiento rapido progresivo medio a la descongelacion
(MRPD) respecto a la media en cada uno de los machos estudiados durante los 14 meses
de estudio.
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MRPD= movimiento réapido progresivo medio observado a la
descongelacion por ambos machos; MRPD 1= movimiento rapido
progresivo observado a la descongelacion por el macho 1; MRPD 2=
movimiento rapido progresivo observado a la descongelacion por el macho
2.
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Al observar la distribucion del MRPD segun el diluyente empleado se aprecia
una distribucién practicamente igual para ambos (Figura 25), aunque en los meses de
julio a noviembre de 2001 las diferencias fueron significativas (p<0.05), por la
respuesta observada en el macho 2, que mostr6 valores maximos en agosto y minimos
en octubre de 2001.

Figura 25. Movimiento rapido progresivo medio observado a la descongelacién (MRPD)
para cada diluyente respecto a la media.
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MRPD= movimiento rapido progresivo medio observado a la
descongelacién por ambos machos; T= movimiento rapido progresivo
observado a la descongelacién por el Tris; L= movimiento rapido
progresivo observado a la descongelacion por el diluyente lacteo.

En cuanto al posible efecto del fotoperiodo sobre la evolucién del MTD y
MRPD a lo largo del estudio (Figuras 26 y 27), no se observaron diferencias
significativas en el MTD entre ambos fotoperiodos (p>0.05), mostrandose de forma casi
constante a lo largo del mismo; no obstante, se registraron valores ligeramente
superiores durante el fotoperiodo ascendente (57.70 + 12.89 %), e inferiores durante el
descendente (54.21 + 14.79 %), algo similar a lo observado en el MRPD que alcanz6
valores ligeramente superiores durante el ascendente (34.08 + 8.22 %). Se aprecid un
aumento progresivo del MTD y MRPD a partir del solsticio de invierno, que descendid

en abril y mayo de 2001, para volver a aumentar hasta el solsticio de verano. A
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continuacion, disminuyo progresivamente hasta el final del periodo de estudio,

registrandose un pequefio aumento de MRPD en noviembre de 2001.

Figura 26. Evolucion del movimiento total medio observado a la descongelacién (MTD)
respecto al fotoperiodo por ambos machos.
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MTD= movimiento total medio observado a la descongelacién
por ambos machos; FP= Fotoperiodo.

Figura 27. Evolucion del movimiento rapido progresivo medio a la descongelacion
(MRPD) respecto al fotoperiodo durante el estudio por ambos machos.
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MRPD= movimiento rapido progresivo medio observado a la

descongelacion por ambos machos; FP= Fotoperiodo.

La temperatura media ambiental mostré una influencia significativa sobre el MTD
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maés elevados durante los meses méas calurosos (junio, julio y agosto de 2001) (Figuras
28'y 29).

Figura 28. Movimiento total medio observado a la descongelacion (MTD), respecto a la
temperatura ambiental media.
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MTD= movimiento total medio observado a la descongelacion
por ambos machos; Té= temperatura ambiental media.

Figura 29. Movimiento rapido progresivo medio observado a la descongelaciéon (MRPD)
durante el estudio, respecto a la temperatura media ambiental.
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MRPD= movimiento rapido progresivo medio observado a la
descongelacion por ambos machos; T?= temperatura ambiental
media.
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5.3.2 Resultados de morfologia espermatica a la descongelacion

La proporcion media de espermatozoides morfoldgicamente normales a la
descongelacion (ND), fue de 74.29 + 19.48 % para ambos machos, no registrandose
disminucion en el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales tras el

proceso de congelacion-descongelacion (Tabla 18).

Tabla 18. Resultadosde los porcentajes de morfologia espermatica obtenidos antes y
después de congelar para cada macho y diluyente (media + desviacion tipica).

N MACHO DILUYENTE
(%) 1 2 TOTAL TRIS LACTEO
Precongelacion  60,18:+15,37°  90,27+558° 74,20 £19,15
desc‘r’]r:‘%'gc'on 50,77+ 1596 89,11+847° 74,29+1048 7326+19,75 7531+19,25

Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.001)
N= proporcién de espermatozoides morfol6gicamente normales a la precongelacion, ND= proporcion de
espermatozoides morfolégicamente normales a la descongelacién.

Ademas en la misma tabla se representan los valores medios de ND para cada
macho y diluyente, observandose diferencias significativas entre individuos (p<0.001),
con valores de 59.77 + 1596 % y 89.11 + 8.47 % para los machos 1 y 2,
respectivamente, y pérdidas tras el proceso de congelacion-descongelacion del 0.68% en
el macho 1y del 1.29% en el 2. Sin embargo, no obtuvimos diferencias significativas en
la ND (p>0.05) entre los diluyentes empleados, aunque L mostré resultados ligeramente

superiores a los mostrados por T (Tabla 18).

En la figura 30 se observan las diferencias obtenidas en la ND media por
diluyente, observandose variaciones individuales para ambos diluyentes (p<0.001) entre
machos; asi, el macho 2 dio porcentajes significativamente superiores a los del macho 1,
tanto con el Tris (T) como con el diluyente lacteo (L). Sin embargo, no obtuvimos
diferencias significativas en la ND registrada por cada macho segun el diluyente
utilizado durante el proceso de congelacion-descongelacion; no obstante, L obtuvo

mejores resultados de ND respecto a T en ambos machos.
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Figura 30. Morfologia espermatica media observada a la descongelacion (ND) en cada
individuo, segun el diluyente (T= diluyente Tris; L= diluyente lacteo).
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Tras analizar el efecto de la estacion sobre la evolucion de la ND a lo largo del
periodo de estudio (Tabla 19), no obtuvimos diferencias significativas entre estaciones
(p>0.05), manifestando una distribucién casi constante durante el estudio, aunque en
invierno se registraron valores ligeramente superiores al resto de estaciones (79.41 +

16.52 %), pero no estadisticamente significativas.

Figura3l. Morfologia espermatica observada a la descongelacion (ND) en cada estacion
por individuo.

B Macho 1 OMacho 2

Primavera Verano Otofio Invierno

Sin embargo, al evaluar el efecto de la estacion sobre la ND registrada en cada
macho (Figura 31), obtuvimos diferencias significativas segin la estacion (p<0.01

respecto al macho 1, p<0.05 respecto al 2). Asi pues, el macho 1 mostrd valores
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significativamente menores en verano (51.27 + 10.44 %) y mayores en invierno (68.35
+ 15.09 %); mientras que el macho 2 registro diferencias significativas entre el otofio
(86.42 +10.48 %) y el verano (92.51 + 6.01 %).

Ademas, la evaluacion del efecto de la estacion sobre la evolucion de la ND en los
dos diluyentes estudiados (Figura 32), no refleja diferencias significativas entre
estaciones (p>0.05), mostrando ambos diluyentes valores parecidos a lo largo del
estudio; no obstante, el porcentaje de espermatozoides normales a la descongelacion fue
ligeramente superior en invierno con ambos diluyentes (78.43 + 17.81 % para T y 80.39
+ 15.50 % para L).

Figura 32. Morfologia espermatica observada a la descongelacion (ND) en cada estacion
por diluyente (T= diluyente Tris; L= diluyente lacteo).
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Tabla 19. Porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales a la precongelacion y descongelacion segun la estacion del afio por

individuo y diluyente (media * desviacion tipica).

, N (%) ND (%) ND (%)
ESTACION 1 2 Total 1 2 Total TRIS LACTEO
P”r'g‘fra 48,38+1379° 92,89+378° 70,63+2480° 5902+1277° 87,41+525°  7321+17,34  72,02+1931 7441+1577
Vﬁ;ggo 50,15 +13,35° 93,73 +4,84° 67,00+2425° 51,27+1044° 9251+601°  7279+2243  71,92+2320 73,65+ 2212
Ont:°4“1° 7405+975° 8881+522° 8225+10,53° 59,97 +17,67° 8642+1048°  7287+1970  7180+1903 7395+2051
'”r‘]’fzrlno 64,39+987° 8692+588° 73,11+1398° 68.35+1509° 9158+1031° 79,41+1652 7843+17,81 80,39+ 1550

2 (p<0.05), * (p<0.01), ¢ (p<0.001)

N: porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales obtenidos a la precongelacién, ND: porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales
obtenidos a la descongelacién.

Tabla 20. Porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro a la precongelacion y descongelacién segun la estacién del afio por
individuo y diluyente (media + desviacion tipica).

. 1 (%) ID (%) ID (%)
ESTACION 1 2 Total 1 2 Total TRIS LACTEO
P”rr]'l?‘fra 9115+437° 9262+458° 0188+444° 5074+1715 5462+1488  52,68+1588  5236+17,14 5301+ 15,15
Vr?:rggo 86,78 +511° 8857+437° 8755+481° 4874+1288 4740+1480  4807+1373  4146+1204 5467+1221
?;04”10 90,75+471° 9104+402° 0136+436° 4963+1603 5521+1433  5242+1536  48,66+1573 56,18 + 14,21
'”r:’lzrlno 9224+4,00° 94,66+300° 9262+450° 5526+1239 50,68+1531  5321+1377  5202+1595 5429+ 11,79

I: porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro obtenidos a la precongelacién, ID: porcentaje de espermatozoides con

? (p<0.05), ® (p<0.01), © (p<0.001)

acrosoma integro obtenidos a la descongelacion.
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Por otro lado, obtuvimos diferencias significativas en la ND media segun el mes
del afio (p<0.05), registrandose valores similares a lo largo de toda la experiencia
(Figura 33), aunque apreciamos un aumento estadisticamente significativo de la ND
correspondiente al mes de enero, que disminuy6 hasta alcanzar valores minimos en abril
y septiembre. En la figura 33 podemos apreciar también variaciones individuales en la
ND (p<0.001) entre donantes de esperma, de manera que el macho 1 mostré valores

significativamente inferiores al 2 durante el estudio.

Figura 33. Variacion de la morfologia espermética media obtenida a la descongelacion
(ND) respecto a la media de cada macho.
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ND= morfologia espermatica observada a la descongelacion por ambos machos;
ND 1= morfologia espermatica observada a la descongelacion por el macho 1;
ND 2= morfologia espermaética observada a la descongelacién por el macho 2.

De igual modo, el porcentaje de espermatozoides normales a la descongelacion
(ND) reflejé variaciones mensuales significativas en ambos machos (p<0.001); asi pues,
el macho 1 durante los meses de agosto y octubre de 2001 registrd valores
significativamente menores al resto del afio, mientras que en noviembre de 2000, enero
y diciembre de 2001 se registraron los valores maximos. Por otra parte, el macho 2
mostrdé una distribucién mas uniforme a lo largo de todo el periodo de estudio, aunque
se registraran los valores mas bajos en noviembre y diciembre de 2001 y los mas

elevados en diciembre de 2000, febrero, junio, julio, septiembre y octubre de 2001.
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Figura 34. Morfologia espermatica media obtenida a la descongelacién (ND) para cada
diluyente respecto a la media.
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ND= morfologia espermética observada a la descongelacion por ambos machos;
T= morfologia esperméatica observada a la descongelacion por el Tris; L=
morfologia espermatica observada a la descongelacion por el diluyente lacteo.

Figura 35. Evolucion de la morfologia espermatica a la descongelacion (ND) respecto al
fotoperiodo durante el estudio por ambos machos.
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ND= morfologia espermatica observada a la descongelacion por
ambos machos; FP= fotoperiodo.

La figura 34 representa la variacion de la ND a lo largo del estudio para cada
diluyente, no observandose diferencias significativas entre ambos (p>0.05). Del mismo

modo, no se observaron variaciones mensuales en los resultados de ND registrados por
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ambos diluyentes (p>0.05); si bien, se observa un leve aumento en enero, y un pequefio

descenso en abril.

En cuanto al efecto del fotoperiodo, sobre la evolucién de la ND durante el estudio
(Figura 35), no observamos diferencias significativas entre ambos (p>0.05), aunque los
resultados obtenidos durante el ascendente fueron ligeramente superiores a los
registrados en el descendente (76.30 + 17.24 % vs 73.14 + 20.63 %). Se observa un
descenso progresivo de la ND a partir del solsticio de invierno, hasta alcanzar el minimo
en abril de 2001; seguido de un importante aumento hasta el solsticio de verano, para
volver a descender hasta el siguiente solsticio de invierno. A continuacion, aumenté de
forma progresiva hasta el final de la experiencia, coincidiendo con el paso de dias cortos

a largos.

Figura 36. Morfologia espermatica media observada a la descongelacion (ND) durante el
estudio, respecto a la temperatura media ambiental.
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ND= morfologia espermatica observada a la descongelacion por
ambos machos; T?= temperatura ambiental media.

La temperatura ambiental media, mostrd una influencia significativa sobre la
evolucion de la ND a lo largo de los catorce meses de estudio (p<0.01), apreciandose un
descenso de la misma conforme aumento la temperatura ambiental, para seguidamente
registrar una progresiva elevacion, coincidiendo con el descenso de las temperaturas
(Figura 36).
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5.3.3 Resultados de integridad de acrosoma a la descongelacion

El porcentaje medio de espermatozoides con acrosomas integros a la
descongelacion, (ID) fue de 51.61 + 14.78 % para ambos machos, registrandose una
pérdida media del 43.29%, tras el proceso de congelacion-descongelacion, muy similar
cuando se considerd la respuesta individual por macho, 43.73% para el macho 1y
42.91% para el 2 (Tabla 21), y no se observan diferencias individuales significativas
(p>0.05); no obstante, el macho 2 registrd valores medios ligeramente superiores (52.44
+ 14.82 %) a los obtenidos por el 1 (50.81 + 14.78 %).

Tabla 21. Resultados de integridad de acrosoma obtenidos en la valoracion de esperma
precongelado y descongelado para cada macho y diluyente (media £ desviacion tipica).

I (%) MACHO DILUYENTE
1 2 TOTAL TRIS LACTEO
e 9030£491  9185:443  9L00+474
oo ™" 5081£1478 5244:1482 516141478 48,17+1550° 54.98:+1328"

Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.01)
I= porcentaje medio de espermatozoides con acrosoma integro a la precongelacién, ID= porcentaje medio
de espermatozoides con acrosoma integro a la descongelacion.

Por el contrario, el diluyente empleado, si influyé de manera significativa sobre
los resultados de ID obtenidos a lo largo del estudio (p<0.01), asi el porcentaje medio de
espermatozoides integros fue significativamente superior con el diluyente lacteo (L) que
con el Tris (T) (54.98 + 13.28 % vs 48.17 + 15.50 %). Ademas, las pérdidas registradas
durante el proceso de congelacion-descongelacion fueron menores para las dosis

diluyoconservadas con el diluyente lacteo (39.58%) que en las de Tris (47.07%).

En cuanto al efecto de la estacion del afio sobre la evolucion de la ID a lo largo del
estudio (Tabla 20), no obtuvimos diferencias significativas entre estaciones (p>0.05),
registrandose valores similares durante dicho periodo, aunque se aprecio un ligero
descenso en verano (48.07 + 13.73 %), que no fue estadisticamente significativo. Por

otra parte, se registraron pérdidas del 42.66% en primavera, 45.09% en verano, 42.62%
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en otofio y 42.83% en invierno, con respecto a los valores medios obtenidos en cada

estacion antes de la congelacion.

Figura 37. Integridad de acrosoma observada a la descongelacion (ID) en cada individuo,
segun el diluyente (T= diluyente Tris; L= diluyente lacteo).

BT OL

Macho 1 Macho 2

Tras analizar el efecto del macho sobre la ID obtenida por cada diluyente (Figura
37), no observamos variaciones individuales (p>0.05) entre ambos; asi, el Tris (T)
registré valores de 47.77 + 16.17 % y 48.58 + 14.94 % para los machos 1 y 2,
respectivamente; mientras que el diluyente lacteo (L) mostro resultados de 53.78 +
12.74 % para el macho 1y 56.22 + 13.85 % para el 2. Sin embargo, al valorar el efecto
del diluyente sobre los resultados de ID obtenidos en cada macho, si observamos
diferencias significativas entre diluyentes (p<0.05), de manera que L registr valores

significativamente superiores a los obtenidos por T en ambos machos.

Al analizar de forma individual el efecto de la estacion sobre la ID obtenida por
cada macho (Figura 38), tampoco obtuvimos diferencias significativas entre estaciones
(p>0.05), si bien ambos machos mostraron un ligero descenso en verano (48.74 + 12.88
% respecto al macho 1y 47.40 + 14.80 % respecto al 2). Del mismo modo, el diluyente
tampoco influy6 de manera significativa sobre los resultados de ID obtenidos en las
distintas estaciones del afio (p>0.05), mostrando ambos diluyentes valores similares a lo

largo de dicho estudio (Figura 39).
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Figura 38. Integridad de acrosoma observada a la descongelacion (ID) en cada estacion
por individuo.
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Figura 39. Integridad de acrosoma observada a la descongelacion (ID) en cada estacion
por diluyente (T= diluyente Tris; L= diluyente lacteo).
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Sin embargo, la representacion grafica de la variacion de la ID a lo largo de los
catorce meses de estudio (Figura 40), nos permite observar la existencia de variaciones
mensuales (p<0.001), correspondiendo los valores méas elevados a los meses de
noviembre y diciembre de 2000, para descender progresivamente hasta abril,
manteniéndose practicamente constantes hasta el final del periodo de estudio y

alcanzando los valores minimos en junio, julio y noviembre de 2001.
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Figura 40. Variacion de la integridad de acrosoma a la descongelacion (ID) respecto a la
media en cada uno de los machos estudiados.
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ID= integridad de acrosoma observada a la descongelacion por ambos machos;
ID 1= integridad de acrosoma observada a la descongelacion por el macho 1; ID
2= integridad de acrosoma observada a la descongelacién por el macho 2.

En la figura 40, no se apreciaban variaciones individuales en los porcentajes de
ID (p>0.05) en ambos machos. Sin embargo, si se observaron variaciones mensuales en
los resultados obtenidos por el macho 1 (p<0.01), obteniéndose valores
significativamente menores en junio y diciembre de 2001, y mayores en noviembre y
diciembre de 2000. Por el contrario, el macho 2 no mostré variaciones mensuales de la
ID (p>0.05), aunque se aprecio un ligero aumento de la misma en diciembre de 2000,

que disminuy0 hasta registrarse el valor minimo en julio de 2001.

En cuanto a la evolucion de la ID, obtenida por cada diluyente durante el estudio
(Figura 41), obtuvimos diferencias significativas (p<0.01) entre diluyentes, aunque
mantuvieron una distribucion similar durante los primeros seis meses del estudio
(noviembre-abril), momento a partir del cual apreciamos diferencias significativas a
favor del diluyente lacteo (L), para volver a hacerse semejantes en los dos ultimos
meses de estudio (noviembre y diciembre). Por otra parte, T mostré a su vez diferencias
mensuales significativas (p<0.01), registrandose los valores mas elevados en diciembre
de 2000 y los minimos en junio, julio, septiembre y octubre; mientras que el diluyente
lacteo no las mostrd, aunque los valores de ID registraran un ligero aumento en

diciembre de 2000 y descendieran en marzo y noviembre de 2001.
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Figura 41. Integridad de acrosoma apreciada a la descongelacion (ID) para cada diluyente
respecto a la media.
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ID= integridad de acrosoma observada a la descongelacion por ambos machos;
T= integridad de acrosoma observada a la descongelacion con el diluyente Tris;
L= integridad de acrosoma observada a la descongelacion con el diluyente
lacteo.

Figura 42. Evolucién de la integridad de acrosoma a la descongelacién (ID) respecto al
fotoperiodo durante el estudio por ambos machos.
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ID= integridad de acrosoma observada a la descongelacion por
ambos machos; FP= fotoperiodo.

El fotoperiodo no mostrd influencia significativa sobre la ID (p>0.05), que
mostré un patron similar, con valores de 51.62 + 15.13 % durante el descendente y

51.58 + 14.25 % en ascendente. No obstante, se aprecio un ligero descenso de la ID a
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partir del solsticio de invierno, que se mantuvo en valores practicamente constantes
durante todo el fotoperido ascendente y el descendente, hasta el final del periodo de

estudio (Figura 42).

Figura 43. Integridad de acrosoma observada a la descongelacion (ID), respecto a la
temperatura ambiental media.
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ID= integridad de acrosoma observada a la descongelacion por
ambos machos; T#= temperatura ambiental media.

Tras analizar el efecto de la temperatura ambiental media sobre la evolucion de la
ID a lo largo de los catorce meses de estudio (Figura 43), se observaron diferencias
significativas (p<0.001), aprecidndose un importante descenso en los meses mAas

calurosos (junio y julio).

5.3.4 Correlacion entre los distintos parametros espermaticos a la descongelacion.

Al calcular el coeficiente de correlacion entre los distintos pardmetros seminales a
la descongelacion, observamos la existencia de correlacion entre varios de ellos (Tabla
22), asi el MTD mostré correlacion significativa con el resto de parametros
espermaticos valorados a la descongelacion (r=0.86, p<0.01 respecto al MRPD; r=0.28,
p<0.01 respecto a la ND; r=0.17, p<0.05 respecto a la ID).
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Asimismo, el MRPD mostré correlacion significativa con la ND (r=0.30, p<0.01),
ademas de con el MTD; mientras que la ND no mostrd correlacion significativa con la
ID (p>0.05).

Tabla 22. Indices de correlacidn entre pardmetros seminales a la descongelacion y de éstos
con el individuo, estacion, mes, diluyente, fotoperiodo y temperatura ambiental media.

MTD MRPD ND ID
MTD ,862 ,284 ,166
MRPD ,862 ,298 ?1256
ND ,284 ,298 ,132
ns
D ,166 ,026 ,132
ns ns
MACHO ,208 278 ,755 ,(;15;6
ESTACION -,070 -,085 ,093 ,059
ns ns ns ns
MES -,246 igo -,186 -,298
DILUYENTE -,134 -,058 ,053 ,231
ns ns ns
Ep ,119 ,021 ,078 -,001
ns ns ns ns
Ta ,058 ,186** ',113 _,215**
ns ns

“ Correlacién significativa (p<0.01); ~ Correlacién significativa (p<0.05);
ns= no significativo

MTD= movimiento total a la descongelacion; MRPD= movimiento
rapido progresivo a la descongelacién; ND= morfologia espermética a la
descongelacion; ID= integridad de acrosoma a la descongelacién; FP=
fotoperiodo; T?= temperatura ambiental media.

Al calcular el coeficiente de correlacion de dichos pardmetros frente a las
variables individuo, estacion, mes, diluyente de congelacion, fotoperiodo, y temperatura
ambiental media, observamos correlacion significativa entre el factor individuo y el
MTD (r=0.21, p<0.01), MRPD (r=0.28, p<0.01) y ND (r=0.76, p<0.01); sin embargo,

no mostré correlacion significativa con la ID.
Por otro lado, la estacion del afio en la que se recoge el espermay se congela, no

mostro correlacion significativa frente a los parametros seminales estudiados a la

descongelacion; si bien, el mes de estudio mostr6 una correlacion negativa y
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significativa con todos los parametros seminales, a excepcion de la MRPD (r= -0.25,
p<0.01 respecto al MTD; r=-0.19, p<0.05 respecto a la ND; r=-0.30, p<0.01 respecto a
la ID).

El diluyente empleado (L, T) Unicamente mostrd correlacion significativa con la
ID (r=0.23, p<0.01). En cuanto a los dos factores ambientales estudiados, el fotoperiodo
no mostré correlacion con ninguno de los pardmetros seminales valorados a la
descongelacion; mientras que la temperatura ambiental media mostré correlacion
significativa con el MRPD (r=0.19, p<0.01) y correlacion negativa y significativa con la
ID (r=-0.22, p<0.01).

5.4 Resultados de la Espermatizacion Manual (EM)

5.4.1 Resultados obtenidos durante el periodo de control de salida a celo

Las manifestaciones de celo fueron detectadas en el 90.48% de las hembras
(38/42) a las 31.86 + 1.91 h., después de la retirada de las esponjas. Cuatro de las
cuarenta y dos cabras (9.52%), no mostraron signos de celo durante el periodo de
control, no haciéndolo tampoco en el siguiente ciclo estral (Tabla 23).

Tabla 23. Resultados de salida a celo de las cabras sincronizadas con esponjas vaginales de
45 mg de FGA durante 11 dias y una dosis de eCG y Cloprostenol el dia 9.

Duracion celo (h) Frecuencia (n) Porcentaje (%)

6 4 9,52

12 9 21,43

24 12 28,47

30 7 16,67

36 5 11,90

42 1 2,38
Subtotal 38 90,48

No celo 4 9,52
Total 42 100,0
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La duracion media de los celos observados fue de 22.42 + 1.64 h, con una
duracion minima de 6 horas (9.52%) y maxima de 42 horas (2.38%). Doce, de las
cuarenta y dos hembras (28.47%), presentaron celos con una duracién de 24 horas,
mientras que en nueve (21.43%), siete (16.67%) y cinco (11.90%), sus celos duraron 12,

30y 36 horas, respectivamente (Tabla 23).

Figura 44. Distribucion del celo inducido y sincronizado con 11 dias de esponjas vaginales
de 45 mg de FGA (n= 42).
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Durante los dos primeros controles, a las 12 y 18 horas de la retirada de esponjas,
no se detectd ninguna hembra con sintomas de celo, sin embargo a las 24 horas el
16.66% (7/42) de las hembras lo manifestaron, mientras que a las 72 horas solamente
fue detectado en el 11.90% del total de hembras sincronizadas (5/42). El lote de
hembras sincronizadas presentd celos agrupados, de modo que el 78.57% (33/42) del
total manifestaron celo entre las 36 y las 48 horas; sin embargo, el maximo porcentaje
de presencia de sintomas de celo se registré a las 42 horas después de la retirada de
esponjas (83.53%). A partir de las 72 horas después de la retirada de esponjas, se
detectaron nuevos signos de celo los dias 6 (2.38%), 20 (14.28%) y 21 (7.14%) (Figura
44).
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5.4.2 Espermatizacion manual via cervical

5.4.2.1 Dosis empleadas

De los 99 eyaculados congelados-descongelados, unicamente 52 (52.53%)
superaron el 30% de MRP exigido, tras un periodo de incubacion de 60 minutos a
+37°C después de la descongelacion en ambos diluyentes, de los cuales 22 pertenecian
al macho 1 (42.31%) y 30 al 2 (57.69%), no observandose diferencias significativas
entre individuos (p>0.05). Sin embargo, al analizar la capacidad de congelacion-
descongelacion de las 198 dosis procesadas, ésta se eleva hasta el 66.67% (132/198).
Asimismo, apreciamos la existencia de variaciones individuales (p<0.05) para éste
pardmetro (59% vs 74.49%), asi como diferencias significativas (p<0.05) segun el
diluyente (74.75% respecto al Tris, 58.59% respecto al diluyente lacteo). Por otro lado,
observamos que de las 66 dosis eliminadas (33.33%), 49 de ellas (74.24%) presentan un
MRP a la descongelacion comprendido entre el 20%-30%, mientras que s6lo en 17
(25.75%) es inferior al 20%, lo que representa un 8.59% del total de dosis procesadas.

De los 52 eyaculados seleccionados, tras la valoracion realizada a la
descongelacion, 16 de ellos se seleccionaron para realizar una prueba de campo, con el
fin de valorar la fertilidad in vivo de los mismos. De los 16 eyaculados seleccionados se

eligieron 84 dosis, 36 que pertenecian al macho 1y 48 al 2.

5.4.2.2 Técnicade EM

Se realiz6 una doble espermatizacion manual, via cervical a tiempo fijo, a las
36.32 + 0.46 h y a las 60.11 + 0.46 h., después de la retirada de las esponjas. En el
92.86%, se tratd de una espermatizacion cervical, en 31 animales fue proximal y en 8
distal, en el primer o segundo anillo cervical, respectivamente, mientras que en tres de

las cuarenta y dos cabras (7.14%) fue uterina.

Durante la primera espermatizacién observamos que 27 de las 42 cabras (64.29%)
presentaban el ostium cervical externo dilatado; sin embargo, durante la segunda
unicamente se visualiz6 en 24 de ellas (57.14%). En cuanto a la existencia de moco o no

y su calidad, observamos que durante la primera espermatizacion 10 de las hembras no
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presentaron moco (23.81%), 26 presentaron escaso moco transparente (61.90%), 1
moderado y denso (2.38%) y 5 en gran cantidad (11.90%), siendo en 3 de ellas turbio.
Durante la segunda espermatizacion 22 de las hembras no presentaron moco (52.38%),
18 escaso (42.86%), siendo en 3 de ellas turbio; y 2 en gran cantidad y denso (4.76%).

En cuanto a la visualizacion de reflujo de esperma hacia vagina tras la
espermatizacion manual, observamos que durante la primera espermatizacion 15 de las
42 hembras (35.71%) no mostraron reflujo, 13 escaso (30.95%), 7 moderado (16.67%)
y 7 profuso (16.67%). Durante la segunda espermatizacion 13 de 42 hembras (30.95%)
no mostraron reflujo, 11 escaso (26.19%), 16 moderado (38.10%) y 2 profuso (4.76%).

5.4.3 Diagnostico ecografico de gestacion

De las cuarenta y dos hembras espermatizadas, veinte (47.62%) presentaron
estructuras propias de la gestacion por exploracion ecogréafica via rectal, a los 25 dias

postespermatizacion.

Figura 45. Resultados del diagnostico de gestacion por ecografia via rectal.

H Gestantes E No gestantes

5.4.4 Fertilidad

La fertilidad media obtenida en nuestro estudio fue del 47.62% (20/42), siendo del
55.56% (10/18) para el macho 1y del 41.67% (10/24) para el 2, aunque no observamos
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variaciones individuales en la fertilidad (p>0.05) en los dos machos estudiados (Tabla
24).

Tabla 24. Resultados de fertilidad (%) obtenidos durante el estudio en cada macho.

1 2 TOTAL
10 10 20
Prefadas
(55,56%) (41,67%) (47,62%)
8 14 22
No prefiadas
(44,44%) (58,33%) (52,38%)
TOTAL 18 24 42

Los resultados de fertilidad obtenidos por ambos diluyentes no mostraron
diferencias significativas (p>0.05); no obstante, T registro valores ligeramente inferiores
a los obtenidos por L (45% vs 50%) (Tabla 25).

Tabla 25. Resultados de fertilidad (%) obtenidos durante el estudio para cada diluyente.

T L TOTAL
9 11 20
Prefadas
(45%) (50%) (47,62%)
11 11 22
No prefiadas
(55%) (50%) (52,38%)
TOTAL 20 22 42

Al analizar de forma conjunta la fertilidad obtenida por cada macho segun el
diluyente empleado (Figura 46), no observamos diferencias significativas en los
resultados obtenidos (p>0.05), de modo que el macho 1 registré indices de fertilidad
inferiores cuando su esperma se diluyoconservé con Tris (T) (44.44%), y superiores
cuando se empled el diluyente lacteo (L) (66.67%), pero las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Sin embargo, el macho 2 mostrd valores iguales tanto
para el diluyente T como L (41.67%).
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Figura 46. Valores medios de fertilidad obtenidos en cada macho (1; 2) segun el diluyente
de congelacion empleado (T= diluyente Tris; L= diluyente lacteo).

M Prefiadas ONo prefiadas

14- 41,67% 41,67%
121 44,44%  66,67%
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5.4.5 Control de parideras

Tras controlar el nimero de gestaciones a término, hecho en el que basamos el
indice de partos, obtuvimos una tasa de fecundidad del 38.10% (16/42), registrandose
ademas 2 abortos (4.76%) y 2 reabsorciones embrionarias (4.76%). En nuestra

experiencia observamos una prolificidad media de 2.

Figura 47. Frecuencia de partos.

31,25%

EP simple EP doble EP triple
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6.1 Programa de entrenamiento y seleccion de los donantes de esperma

La respuesta obtenida, al programa de entrenamiento, fue similar a la referida por
varios autores empleando razas diferentes, en cuanto a la facilidad que esta especie
presenta para este tipo de aprendizaje, cuando se comienza a edades tempranas (Pintado
y col., 1986; Herrera y col., 1994; Vazquez y col., 1998). En este sentido nuestros
resultados son superiores a los obtenidos por Herrera y col. (1994) (50%), pero estan
por debajo del 90% observado por Pintado y col. (1986), con machos Murciano-
Granadinos de 10-12 meses y el 95% apreciado por Vazquez y col. (1998), con machos
de 4 meses de edad, y consideramos que estas diferencias se deben a que se utilizaron
machos de diferente raza y edades, que se sabe condicionan diferencias en cuanto a la
libido, edad a la que alcanzan la pubertad e influencia estacional (Corteel, 1977). Por
otro lado, creemos que estas diferencias se deben también, a la influencia ejercida por
las condiciones de trabajo en las que se desarrollé esta fase (instalaciones deficientes,
animales enfermos, etc), que en muchas ocasiones provocaron la falta de atencion por
parte del macho frente a la hembra en celo, haciendo que los tiempos obtenidos al
primer salto, oscilaran entre 9 segundos y 8 minutos, similares a los referidos por

Herreray col. (1994) en la raza Murciano-Granadina.

6.2 Influencia de la estacion y factores climaticos sobre la produccion y calidad
del esperma

En nuestro estudio, la mayoria de los pardmetros espermaticos valorados fueron
superiores a los registrados para las razas Boer (Corteel, 1981), Angora (Mendoza y
col., 1989), British (Ahmad y Noakes, 1996) y Saanen (Ahmed y col., 1997), y
similares a los obtenidos en Murciano-Granadina (Roca y col., 1991a, 1992a y 1992b;
Vazquez y col., 1998), Agrupacion Caprina Canaria (Cabrera y col., 1998a), Malaguefia
y Verata (Pérez y col., 1991; Pérez y Mateos, 1996), Alpina, Saanen y Damasco
(Karagiannidis y col., 2000), realizados en localizaciones geograficas y condiciones

climaticas similares a las acaecidas en nuestra experiencia.
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Bien es conocido que, entre otros factores, el volumen eyaculado varia en funcién
del individuo, edad y raza (Corteel, 1975c; Vazquez y col., 1998). Aunque, en nuestra
experiencia no observamos fluctuaciones individuales, varios autores recogen que
existen diferencias significativas entre individuos (Cabrera y col., 1998b; Roca y col.,
1992b; Pérez y Mateos, 1996). Al igual que Vijil y col. (1986) en moruecos Karakul, no
apreciamos estacionalidad en los resultados registrados durante el estudio, mostrando
una distribucién casi constante a lo largo del mismo, a diferencia de lo descrito en otras
razas (Delgadillo y col., 1991 en Saanen; Pérez y col., 1991 en Verata, Roca y col.,
1992b en Murciano-Granadina; Ahmad y Noakes, 1996 en British; Pérez y Mateos,
1996 en Malaguefia y Verata; Cabrera y col., 1998a y b en la Agrupacion Caprina
Canaria; Karagiannidis y col.,, 2000 en Alpina, Saanen y Damasco). Por esto
consideramos que el volumen eyaculado, ha estado influido mas por el grado de
madurez de los machos utilizados y por el ritmo de recogida de esperma, que por el

propio efecto de la estacion (Corteel, 1975¢; Summermatter y Fuschini, 1995).

En contraposicion a lo aportado por Pérez y col. (1991), Pérez y Mateos (1996),
Delgadillo y col. (1999) y Karagiannidis y col. (2000) en otras razas, en nuestro estudio
los factores climéticos (fotoperiodo y temperatura ambiental) no mostraron influencia
alguna sobre el volumen eyaculado, aunque éste fue ligeramente superior durante el
fotoperiodo ascendente, apreciandose un ligero descenso durante los meses mas
calurosos. Dado que la zona en la que se desarrolla el estudio se caracteriza por una
variacion fotoperiodica poco intensa, estamos de acuerdo con Folch (1984) y Pelletier y
col. (1988) en que la influencia del nimero de horas de luz al dia es poco marcada en
estas areas geograficas.

A diferencia del volumen, aunque la concentracion espermatica no experimento
variaciones individuales, si mostr6 una marcada estacionalidad, incrementandose
durante el invierno y la primavera, disminuyendo significativamente en verano y otofio
pero sin llegar a los niveles registrados inicialmente. Creemos que a pesar de la posible
influencia de la edad en nuestros resultados, ésta no fue suficiente como para

enmascarar el efecto que la estacion posee sobre este parametro. Estos resultados son
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semejantes a los obtenidos por Cabrera y col. (1998a y b) en la Agrupacion Caprina
Canaria y Karagiannidis y col. (2000) en Alpina, Saanen y Damasco, quienes
observaron valores minimos en otofio y méximos en primavera. Sin embargo, difieren
de los obtenidos por Ahmad y Noakes (1996) en British en el Sur de Inglaterra, Ahmed
y col. (1997) trabajando con machos Saanen en Sudan y Delgadillo y col. (1999) en
machos Criollos en México, que registraron valores maximos en verano y minimos en
otofio e invierno, si bien estas diferencias pueden ser consecuencia de factores raciales,
ambientales y geograficos (Roca y col., 1991a; Pérez y Mateos, 1996; Karagiannidis y
col, 2000).

La asociacion entre la calidad espermatica (volumen, concentracion y nimero
total de espermatozoides por eyaculado) y el tamafio testicular, 0 més concretamente el
peso testicular ha sido ampliamente documentada en los pequefios rumiantes (Vijil y
col., 1986; Lincoln, 1989; Ritar y col., 1992; Pérez y Mateos, 1993, Walkden-Brown y
col., 1994; Delgadillo y col., 1995). Ritar (1991) trabajando con machos Angora
observo una variacion estacional en la circunferencia escrotal, que se manifiesta con un
lapso de tiempo diferente para cada uno de los factores ambientales, aunque se
desencadena en el solsticio de verano (Lincoln y Davidson, 1977). En un estudio
personal previo, realizado con machos de raza Florida en el Sur de la Peninsula Ibérica,
encontramos una estacionalidad moderada en cuanto a la evolucién de la circunferencia
escrotal, a lo largo del afio; con valores maximos en primavera cuando los dias son
largos y minimos en otofio cuando la duracion del dia es corta (Dorado y col., 2002a y
b), lo que supone que la actividad testicular, comienza antes del principio del
fotoperiodo descendente y la regresion testicular antes de que ésta acabe. En este
sentido y al igual que Pérez y Mateos (1996), en machos cabrios de las razas Verata y
Malaguefia, y Karagiannidis y col. (2000) en las razas Alpina, Saanen y Damasco, se
aprecia un aumento de la concentracion a partir del solsticio de invierno, hasta alcanzar
valores maximos en primavera cuando los dias son largos, y que coincidieron con los

valores maximos de la circunferencia escrotal.
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Sin embargo, la concentracion espermatica no se mostré influenciada de forma
significativa por la temperatura ambiental, aunque sufriera un ligero descenso durante
los meses mas calurosos (julio y agosto de 2001). De este modo, y tras analizar la
correlacion entre ambos pardmetros concluimos que la temperatura ambiental sélo

absorbe el 0.25% de la variabilidad total de la concentracion espermatica.

En consonancia con lo descrito por otros autores en otras razas (Roca y col.,
1992 en Murciano-Granadina; Pérez y Mateos, 1996 en Malaguefia y Verata;
Karagiannidis y col., 2000 en Alpina, Saanen y Damasco) el movimiento espermatico
mostré diferencias significativas entre individuos (movimiento total y rapido
progresivo). No obstante, se aprecié una escasa estacionalidad, no sufriendo cambios
importantes a lo largo de la experiencia, lo que coincide con lo observado por Cabrera 'y
col. (1998a y b) trabajando con machos de la Agrupacion Caprina Canaria variedad
Majorera y Vijil y col. (1986) en ovino Karakul. Sin embargo, Karagiannidis y col.
(2000) en las razas Alpina, Saanen y Damasco, apreciaron variaciones estacionales en el
movimiento rapido progresivo (MRP), registrando los valores més elevados en verano y
otofio. En el presente trabajo encontramos también valores de MRP superiores en

verano y otofio, pero no estadisticamente significativos.

Coincidiendo con lo descrito por Cabrera y col. (1998a), el movimiento
espermatico tampoco estuvo influenciado por el fotoperiodo y la temperatura ambiental,
mostrando una distribucidn practicamente constante a lo largo de todo el periodo de
estudio. Sin embargo, los resultados obtenidos por Pérez y col. (1991) en machos
Veratos y Karagiannidis y col. (2000) en las razas Alpina, Saanen y Damasco, muestran
un incremento del movimiento espermatico durante el fotoperiodo descendente, quizas
debido a la amplia variabilidad registrada en la respuesta de cada raza a la evolucion del
fotoperiodo, junto a la trascendencia de otros factores como la localizacién geografica,
lo que conduce en ocasiones a encontrar conclusiones contradictorias en la bibliografia
actual. En este sentido Pérez y Mateos (1996) trabajando con machos Veratos y
Malaguefios, Unicamente apreciaron la influencia significativa del fotoperiodo sobre el

movimiento espermatico en la raza Verata.
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El valor medio del porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales (N)
registrado en nuestra experiencia, fue inferior a los observados por otros autores (Mann
y Lutwak-Mann, 1981; Evans y Maxwell, 1987; Chemineau y col., 1991; Roca y col.,
1992a; Chauhan y col., 1994; Cabrera y col., 1998a; Vézquez y col., 1998;
Karagiannidis y col., 2000), si bien creemos que se debi6 a la elevada proporcion de
morfoanomalias presentadas durante todo el estudio por el macho 1, ya que los valores
obtenidos por el macho 2 si se corresponden con los valores citados por estos autores
(85-95%). Para Evans y Maxwell (1987) el esperma de pequefios rumiantes no debe de
presentar mas de un 15-20% de espermatozoides morfoldgicamente anormales, para ser

considerado normal y con buena capacidad fertilizante.

Por tanto, coincidiendo con otros investigadores (Pérez y col., 1991; Roca y col.,
1992b; Cabrera y col., 1998a; Karagiannidis y col., 2000), observamos variaciones
individuales en la morfologia espermatica en los dos machos estudiados, y obtenemos
un claro patrdn estacional, con valores minimos en primavera y verano, y maximos en
otofio, siendo la estacion de invierno un periodo de transicion. Estos resultados fueron
similares a los recogidos por Ahmed y col. (1997) en Saanen y Karagiannidis y col.
(2000) en Alpina, Saanen y Damasco, y que difieren de los aportados por Skalet y col.,
(1988) en Nubiana, Pérez y col. (1991) en Verata, Roca y col. (1992a) en Murciano-
Granadina y Pérez y Mateos (1996) en Verata y Malaguefia, que apreciaron un mayor
numero de morfoanomalias entre los meses de enero y abril. Quizas estas diferencias

puedan ser consecuencia de la edad, efectos raciales, ambientales y geogréaficos.

Las variaciones estacionales, del esperma de pequefios rumiantes, estan
asociadas, entre otras, a cambios en la duracién de los dias (horas de luz) y/o
variaciones de temperatura ambiental (Corteel, 1981; Colas y col., 1986); sin embargo,
las variaciones estacionales causadas por el fotoperiodo seran mas 0 menos intensas, en
base a la localizacion geografica; de manera que entre los 30°-40° dichas variaciones no
son muy marcadas (Skalet y col., 1988; Roca y col., 1992b; Karagiannidis y col., 2000).
Las altas temperaturas han sido consideradas como un importante factor limitante de la

calidad seminal de los rumiantes. Ademas, en aquellas zonas geograficas donde las
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temperaturas son elevadas se aprecia una mayor proporcioén de morfoanomalias (Colas,
1980; Corteel, 1981). En nuestra experiencia, observamos un incremento en la
proporcion de espermatozoides morfoldgicamente anormales, durante la estacién de
verano, creemos que como consecuencia del estrés por calor (Chemineau y col., 1991)
al que estuvieron sometidos los sementales durante los meses de julio a septiembre de
2001. Al igual que Ritar y Salamon (1991) en la raza Angora, observamos un claro
descenso en la libido de los machos, que llegd hasta el punto de no poderse obtener

esperma mediante vagina artificial.

Segun Colas (1980) y Colas y col. (1986) en morueco, asi como Pérez y Mateos
(1996) en machos cabrios Veratos y Malaguefios, las variaciones estacionales de la
calidad espermatica son atribuibles entre otros al fotoperiodo, de modo que los mayores
porcentajes de morfoanomalias se obtienen durante el fotoperiodo ascendente, hecho
que coincide con lo observado en nuestro estudio; si bien, los factores ambientales no
influyeron de manera significativa sobre nuestros resultados, absorbiendo el 1.44%
respecto al fotoperiodo y el 3.24% respecto a la temperatura ambiental de la variabilidad
total de la proporcion de espermatozoides morfolégicamente normales. En un estudio
previo realizado en machos Florida, observamos variaciones estacionales significativas
de la circunferencia escrotal, registrandose un aumento de la misma durante el invierno
y la primavera (Dorado y col., 2002a y b). Por todo esto consideramos que el aumento
de la calidad espermatica observado durante el fotoperiodo ascendente es reflejo no sélo
del incremento de las horas de luz sino también del aumento de la circunferencia
escrotal. Ademas la asociacion entre la calidad espermatica y el tamafio testicular ya ha
sido documentada en pequerios rumiantes (Lincoln, 1989).

Los valores medios anuales, de espermatozoides con acrosoma integro,
registrados durante todo el periodo de estudio, fueron superiores a los observados por
Ahmed y col. (1997) y similares a los aportados por Chauhan y col. (1994). Este
parametro no mostré variaciones individuales y si un claro patréon estacional,
aumentando las celulas con acrosoma activado en verano y disminuyendo en otofio,

coincidiendo esto con lo descrito por Skalet y col. (1988) en Nubiana, Roca y col.
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(1991a) en Murciano-Granadina y Ahmed y col. (1997) en Saanen; diferencias que
podrian estar causadas por variaciones en la composicion del plasma seminal, como
podria ser un aumento de la proporcién de fosfolipasa A de las glandulas bulbouretrales
(Iritani y col., 1964; Ritar y Salamon, 1982 y 1991); o por efecto de la edad como se ha

visto en otras especies (Osinowo y col., 1988; Lotze, 1989).

Por otra parte, los factores climéaticos (fotoperiodo y temperatura ambiental)
también influyeron significativamente sobre la evolucion de la integridad de acrosoma a
lo largo del estudio, aprecidndose un aumento significativo durante el fotoperiodo
ascendente, para disminuir cuando los dias eran cortos y la temperatura elevada.
Nuestros resultados coinciden con los aportados por Pérez y Mateos (1996) en Verata y
Malaguefia, aunque quizas el escaso numero de eyaculados recogidos en agosto de

2001, pudiera haber influido en el aumento registrado en esa fecha.

Al igual que observaron Cabrera y col. (1998a), la produccion espermatica
depende maés del volumen eyaculado, que de la concentracion, absorbiendo el 64% y
37.2% de su variabilidad total. A su vez, la concentracion unicamente se vio afectada

por el fotoperiodo, que absorbié el 43.30% de su variabilidad total.

La duracién de los dias (fotoperiodo), es el factor ambiental mas importante en la
determinacion de la estacion reproductiva, en pequefios rumiantes de latitudes
templadas (Folch, 1984; Thimonier y col., 1986). En contraposicion a lo descrito por
Cabrera y col. (1998b), de los factores ambientales estudiados, el fotoperiodo fue el
factor mas influyente seguido de la temperatura ambiental, la cual tuvo un papel
secundario o restringido a determinadas caracteristicas seminales y del comportamiento
reproductivo (Lindsay, 1969; Colas, 1980; Vijil y col., 1986).

Las variaciones estacionales del comportamiento sexual, tamafio testicular y
produccion espermatica (Pelletier y col., 1988; Branca y Cappai, 1989) causados por el
fotoperiodo son mas o menos marcados dependiendo de la latitud en la que nos

encontremos, junto a la temperatura ambiental. De este modo, la capacidad reproductiva

145



Resultados

del ganado caprino localizado en latitudes entre los 30°-40° sufrird variaciones
estacionales moderadas (Skalet y col., 1988; Roca y col., 1992b; Karagiannidis y col.,
2000).

En cuanto al movimiento espermatico, el factor macho influyd de manera
significativa, absorbiendo el 29.81% y el 8.07% de la variabilidad total del movimiento
total (MT) y movimiento rapido progresivo (MRP), respectivamente. Ademas
observamos la existencia de correlacion entre el MT y MRP, como ya apreciaron
Karagiannidis y col. (2000). En este sentido, el porcentaje de espermatozoides moviles
depende de la morfologia espermatica, de modo que esta absorbe el 28.73% y el 8.41%

de la variabilidad total del MT y MRP, respectivamente.

La morfologia espermatica mostrd correlacion significativa con el factor macho,
absorbiendo éste el 61.94% de su variabilidad total, y con la integridad de acrosoma
(= 0.06).

Los resultados obtenidos demuestran que el macho cabrio de raza Florida
mantuvo, a lo largo de todo el periodo de estudio, unas caracteristicas espermaticas
compatibles con una actividad reproductiva normal; si bien, la produccidn espermatica y
la libido disminuyeron significativamente durante los meses de verano y otofio, pero sin
Ilegar a comprometer en ningin momento la viabilidad de los eyaculados. Este hecho ya
ha sido demostrado en otras razas autdctonas de la Peninsula Ibérica, siempre que los
machos se mantengan con una actividad sexual adecuada (Roca y col., 1992b en
Murciano-Granadina; Pérez y Mateos, 1996 en Verata y Malaguefia), asi como en otras
razas no sometidas a grandes variaciones estacionales (Chemineau, 1986 en Criollas;
Cabreray col., 1998ay b).

6.3 Congelabilidad del esperma

Aunque so6lo hemos trabajado con dos donantes de esperma, nuestros resultados

indican que puede existir una cierta variabilidad individual en la produccién de
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eyaculados aptos para congelar (apartado 3.1, Pag. 80) y en la capacidad de
congelacidon-descongelacién (congelabilidad) (apartado 4.2.1, Pag. 110), ya que se
observan diferencias entre machos en el porcentaje de eyaculados recogidos, que
cumplen los requisitos exigidos en este estudio para ser congelados (71.43% vs
84.48%), asi como, en la respuesta observada en el control del movimiento a la
descongelacion (42.31% vs 57.69%).

Con el fin de estimar la viabilidad espermatica de un eyaculado, se valora el
movimiento espermatico inicial y a la descongelacion (Saacke y White, 1972); sin
embargo, para Garde (1993) los parametros seminales que ofrecen una mayor
informacién y mas fiabilidad acerca del poder fecundante del esperma congelado-
descongelado son el test de endosmdsis celular y la longevidad del movimiento

espermatico, éste Gltimo tras un periodo de incubacion de una hora a +39°C.

Gracia y col. (1998) en machos cabrios de la Agrupacion Caprina Canaria no
observaron variaciones individuales en el movimiento espermatico tras el proceso de
congelacion-descongelacion. Por el contrario, al igual que Tuli y Holtz (1995) en
machos cabrios Boer, en nuestra experiencia si se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre individuos, tanto para el movimiento total como en
el rapido progresivo, aunque para estos autores no fueron significativas. Por otra parte,
apreciamos un importante descenso del movimiento rapido progresivo tras el periodo de
incubacion, alrededor del 40% respecto a su valor inicial, que puede deberse, entre
otros, a factores influyentes, por un lado, al propio proceso de congelacion-
descongelacion, que provoca un dafio irreparable sobre la estructura y la funcionalidad
del espermatozoide (Parks y Graham, 1992; Watson, 2000) y que ha sido demostrado
también en el toro (Ollero y col., 1998), y, por otro, al periodo y temperatura de
incubacion utilizados en este estudio (Fiser y col., 1991; Valcéarcel y col., 1994; Bag y
col., 2002a y b en morueco). Se sabe que el grado de congelabilidad del esperma
depende, entre otros, de la especie animal (Sanz y col.; 1999), raza (Cochran y col.,

1985) e individuo (Garde, 1993) debido a las diferencias que existen en las
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caracteristicas de los lipidos integrantes de las membranas celulares de los

espermatozoides.

Durante las fases de dilucion y equilibrado del esperma, se registra una ligera
pérdida en el movimiento, pero hasta el proceso de refrigeracion y congelacion-
descongelacion, esta pérdida no se hace significativa (Chauhan y Anand, 1990;
Chauhan y col., 1994; Watson, 2000), y parece que varia significativamente segln el
diluyente empleado, como observan Dunner (1991a) y Dunner y V&zquez (1991) en la
raza Murciano-Granadina. De igual modo, Chauhan y Anand (1990) en machos cabrios
Jamunapari, Pintado y col. (1991) en Veratos y Pérez y Mateos (1995) en machos de
raza indeterminada, obtienen porcentajes de movimiento espermatico a la
descongelacion superiores cuando utilizan el Tris en vez del diluyente lacteo o citrato,
entre otros. En nuestro estudio el Tris mostrd resultados ligeramente superiores a los
registrados por el diluyente lacteo, no obstante las diferencias observadas no fueron

estadisticamente significativas.

Pérez y Mateos (1995) concluyen, que el movimiento obtenido a la
descongelacion, disminuye drasticamente cuando emplean el diluyente lacteo, hecho
que podria ser debido a la precipitacién de las proteinas de la leche mantenidas a +37°C,
aunque podria deberse también a las interacciones entre la leche y restos del plasma
seminal, que al reaccionar con las proteinas lacteas (Nunes, 1982; Pellicer y
Conbarnous, 1994) o con la lecitina de la yema de huevo (Roy, 1957; Corteel, 1980),
den lugar a productos toxicos para el espermatozoide. Ademas, los mejores resultados
obtenidos por el diluyente Tris podrian en parte atribuirse a los efectos beneficiosos que
ejercerian el resto de los componentes del mismo como el glicerol (Roy y Bishop, 1954;
Masuda y Nishikawa, 1972) y el Sodio dodecil-sulfato (Hellemann y Jara, 1997).

Nuestros resultados indican que la reduccion del movimiento espermatico a la
descongelacion, fue menor para el diluyente Tris, al igual que describen Chauhan y
Anand (1990) y Pintado y col. (1991), comparandolo con otros diluyentes, aunque las

pérdidas registradas por estos autores fueron mayores (50%). Estas diferencias nos
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hacen considerar que ademas de la composicion del diluyente empleado, pueden influir
su capacidad tamponadora (Pintado y col., 1991) y grado de proteccion de sus
componentes basicos (tipo y cantidad de crioprotectores) del flagelo y resto de
estructuras celulares, asi como a la capacidad de preservar el metabolismo energético

tras el proceso de congelacion-descongelacion.

Memon y col., (1985) y Deka y Rao (1987) tras diversos estudios comparativos
entre varios diluyentes de esperma caprino, concluyen que el Tris-yema de huevo-
glicerol, mantiene una mayor proporcion de espermatozoides moviles y con acrosoma
integro a la descongelacion. Esto mismo se ha puesto de manifiesto en el cerdo, toro y
morueco (Crabo y col., 1972; Grahan y col., 1972; Aguado y col., 1998). En nuestra
experiencia, al igual que ocurre en el movimiento total, no apreciamos diferencias
estadisticamente significativas en el movimiento rapido progresivo a la descongelacion,
segun el diluyente empleado, si bien es verdad que el Tris mostro resultados ligeramente
superiores a los reflejados por el diluyente lacteo, quizas por el efecto crioprotector
adicional debido al tensido (Equex-STM®) afiadido al mismo y que segin Hellemann y
Jara (1997) ejerce sobre el flagelo, un efecto protector impidiendo el shock osmético;
asimismo, aunque las diferencias no fueron significativas, la mejor respuesta al Tris en
uno de los machos, pudiera significar una cierta predisposicion individual por uno de los
diluyentes empleados, como se conoce que existe en otras especies (Sanz y col., 1999).
Sin embargo, si observamos que el diluyente influyo en el porcentaje de acrosomas
integros, siendo éste mayor en las dosis en las que se empled el lacteo.

La estacion es un importante factor de variacion en la produccion y calidad del
esperma caprino (Ritar, 1993). Al igual que otros autores (Loubser y Van Niekerk,
1983; Gracia y col., 1998), no observamos diferencias significativas en el grado de
congelabilidad del esperma de macho cabrio Florida segun la estacion en la que se
recolectd y proceso; sin embargo, existen otros trabajos que si demuestran este efecto
(Corteel, 1981; Nunes y col., 1982; Delgadillo y col., 1992; Tuli y Holtz, 1995),
creemos puede estar condicionado por las diferencias raciales y mas concretamente de

las fluctuaciones existentes entre razas. Por otra parte, consideramos que la pérdida de
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movimiento espermatico observada en verano, en la que coinciden Corteel (1981),
Nunes y col. (1982) y Tuli y Holtz (1995), pudiera deberse a cambios en la composicion
del plasma seminal, asi como al incremento del nimero de espermatozoides anormales

que se observo durante dicho periodo.

Sin embargo, observamos que la estacion en la que recolectamos el esperma, tuvo
efecto significativo sobre el movimiento total a la descongelacion (MTD) registrado por
cada macho, de manera que en verano el macho 1 di6 valores minimos, mientras que en
el 2 éstos fueron maximos. Estos resultados pudieran deberse al efecto que la
temperatura ambiental tiene sobre la libido (Delgadillo y col., 1991; Ritar y Salamon,
1991; Roca y col., 1991b), de manera que el macho 2 fue practicamente constante a lo
largo del estudio, mientras que el 1 registrd pérdidas importantes de interés por la
hembra durante los meses méas calurosos. Dutt (1960) y Lindsay (1969) trabajando en
ovino, demostraron que la exposicion continuada a temperaturas elevadas provoca un

importante descenso en la libido, y por tanto, en la calidad espermatica.

Por otro lado, tampoco observamos variaciones estacionales en el MTD registrado
por cada diluyente, mostrando ambos una distribucion casi constante a lo largo del
estudio. Al igual que Tuli y Holtz (1995) en machos cabrios Boer, observamos un efecto
significativo del mes y estacion de recogida sobre el movimiento rapido progresivo a la
descongelacion (MRPD), con valores maximos en verano y minimos en otofio. Sin
embargo, varios son los autores que observan un drastico descenso de este pardmetro
fuera de la estacién reproductiva (Corteel y col., 1988 en machos de las razas Alpina y
Saanen; Ritar y Salamon, 1991 en Angora; Pintado y col., 1992 en Verata; Tuli y Holtz,
1992 en Boer; Roca y col., 1997 en Murciano-Granadina). Esta variabilidad de
resultados pudiera deberse a las diferencias raciales, ambientales y geograficas, y mas
concretamente a la variabilidad existente entre los parametros espermaticos a lo largo

del afo.

Tras valorar de forma individual el efecto de la estacion en la que se recolectd y

proces6 el esperma, sobre el MRPD registrado por cada macho, no observamos
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variaciones individuales en el macho 1, el cual mantuvo valores similares a lo largo del
estudio. Sin embargo, en el 2 si se observaron variaciones estacionales, apreciandose un
incremento en verano, quizas debido, entre otros factores, a la propia variabilidad
existente entre individuos, ya que el factor individuo absorbe el 7.28% de la variabilidad
total del MRPD. Resultados similares se obtuvieron al valorar el efecto de la estacion
sobre el MRPD registrado por cada diluyente, de manera que el Tris no mostro
diferencias significativas, mientras que el diluyente lacteo registré valores minimos en
otofio y mé&ximos en verano. Estas variaciones estacionales mostradas con el diluyente
lacteo pudieran deberse a pequefias variaciones en la composicion del plasma seminal y
la interaccion de restos del mismo con las proteinas del diluyente lacteo (Nunes, 1982;

Pellicer y Combarnous, 1994).

El fotoperiodo no influyo significativamente sobre los parametros cinéticos (MTD
y MRPD) registrados durante el estudio, apreciandose valores casi constantes a lo largo
de dicho periodo, aunque fueron ligeramente superiores durante el ascendente e
inferiores en el descendente. Sin embargo, la temperatura ambiental si influyd de
manera significativa, registrandose un incremento del movimiento total y rapido
progresivo durante los meses mas calurosos, si bien la temperatura ambiental
Unicamente absorbe el 0.36% Yy el 3.61% de la variabilidad total del MTD y el MRPD,

respectivamente.

Varios trabajos recogen que el proceso de congelacion-descongelacion provoca
entre otros, dafios en el acrosoma y la membrana plasmatica del espermatozoide
(Salamon y Maxwell, 1995a y b; Watson, 1995 y 2000; Maxwell y Watson, 1996;
Valcércel y col., 1996; Ollero y col., 1998), de ahi que la valoracion de la integridad del
acrosoma, junto al resto de membranas celulares, constituye una prueba laboratorial
muy importante a la hora de predecir la fertilidad potencial del esperma (Benoff y col.,
1993; Bielsa y col., 1994). Ademas, bien es conocida la correlacion existente entre el
porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro y la fertilidad (Saacke y White,

1972; Saacke y col., 1980; Juneja y col., 1989), debido a que el acrosoma intacto
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contiene las enzimas proteoliticas necesarias para la fertilizacion del oocito (Crozet y
col., 1987; First y Parrish, 1987).

Otros autores, en especies como el morueco, macho cabrio, cerdo y toro han
demostrado que se produce un drastico descenso del porcentaje de espermatozoides con
acrosoma integro tras el proceso de congelacion-descongelacion (Pascual y col., 1993;
Chauhan vy col., 1994; Singh y col., 1995; Garcia y col., 1996; Ollero y col., 1996).
Asimismo, Bag y col. (2002a y b) trabajando con moruecos, concluyen que la
temperatura de congelacion tiene un efecto significativo sobre la integridad del
acrosoma. Por otra parte, también se ha demostrado que dicha integridad no se ve
afectada por el proceso de centrifugacion realizado durante la separacién del plasma
seminal (Chauhan y Anand, 1990, Coelho y col., 1995; Pereira y col., 2000), asi como

la dilucion, refrigeracion, glicerolizacion y equilibrado.

En nuestra experiencia también apreciamos incremento en el porcentaje de
acrosomas activados, tras el proceso de congelacion-descongelacion, similar al
registrado por Chauhan y col. (1994) (38-43%); sin embargo, es inferior a los referidos
en estudios recientes (Valcarcel y col. 1994; Salamon y Maxwell 1995b en moruecos
(70%-90%); Azerédo y col., 2001 en machos cabrios Saanen (83%), si bien estas
diferencias podrian deberse, entre otros factores, ademéas de por el método de tincion
empleado, por la influencia que tienen sobre este parametro la temperatura de
congelacion (Bag y col., 2002a y b), periodos de incubacion prolongados (Saacke y
White, 1972; Pérez y Mateos, 1995; Glogowski y col., 1998; Lopez y col., 1999; Pereira
y col., 2000; Bag y col., 2002a y b), temperatura de incubacion (Glogowski y col., 1998;
Lopez y col., 1999) y método de descongelacién (Hube y Uribe, 1980 en toro;

Sdderquist y col., 1997 en morueco).

De forma opuesta a lo registrado por Lépez y col. (1999) en morueco, en nuestra
experiencia no observamos variaciones individuales en la proporcion de
espermatozoides con acrosoma integro a la descongelacion, aunque el macho 2 registro

valores ligeramente superiores a los registrados por el 1, si bien estas diferencias
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podrian deberse al reducido numero de animales estudiados y al efecto de la raza,

ambiente y localizacidn geogréafica de los machos (Roca y col., 1992b).

Al igual que otros autores (Memon y col., 1985; Deka y Rao, 1987; Chauhan y
Anand, 1990; Tuli y Holtz, 1992; Aisen y col., 1995) obtuvimos una influencia
significativa del diluyente sobre los valores medios de integridad de acrosoma a la
descongelacion, apreciandose un menor dafio acrosomal en el esperma congelado-
descongelado con diluyente lacteo. Nuestros resultados coinciden con los registrados
por Singh y col. (1996) en caprino, que mediante determinacidn enzimatica demuestran
que aquellos diluyentes que contienen lactosa sola o en combinacion con glicerol como
crioprotectores, proporcionan una mayor proteccion durante el proceso de congelacion-
descongelacion con el consiguiente incremento del porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales y con acrosoma integro frente al resto de diluyentes. Otros
estudios han aportado conclusiones similares en otras especies como el toro (Buruiana 'y
col; 1980), bufalo (Singh y col., 1992) y morueco (Nehring, 1988). Para Fiser y col.
(1987) y Aisen y col. (1990 y 1995) la lactosa al ser un azlcar no permeable para la
membrana espermatica, posee actividad deshidratante lo que implica una disminucion
del agua intracelular que contribuira a una mejor preservacion a traves de una menor

formacion de cristales de hielo en el interior de la célula.

Segun Roca y col. (1992b) trabajando con machos cabrios Murciano-Granadinos,
la integridad de acrosoma a la descongelacién al igual que la mayoria de los parametros
espermaticos, sigue un patron estacional pero distinto al presentado por la morfologia
espermatica, con mAximos en invierno y primavera. Sin embargo, en nuestra
experiencia no observamos influencia significativa de la estacion sobre la proporcion de
espermatozoides con acrosoma integro, si bien apreciamos un ligero descenso en
verano. De igual modo, tampoco observamos un efecto significativo de la estacion en la
que se recolectd y procesoé el esperma sobre la proporcién de espermatozoides integros a
la descongelacion para cada individuo y diluyente.
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El fotoperiodo al igual que con el resto de parametros espermaticos a la
descongelacion, no mostrd influencia significativa sobre la integridad de acrosoma
registrada tras el proceso de congelacion-descongelacion; sin embargo, la temperatura
ambiental si influyé significativamente sobre el porcentaje de espermatozoides con
acrosoma integro, y al igual que en el esperma precongelado se aprecia un importante
descenso en la proporcion de espermatozoides integros durante los meses mas calurosos
(junio vy julio), fendmeno que puede estar relacionado con la insuficiente capacidad del
mecanismo de termorregulacion testicular, asi como al estrés por calor (Chemineau y

col., 1991) al que fueron sometidos los sementales.

Tras calcular el coeficiente de correlacion entre los distintos parametros
espermaticos a la descongelacion, observamos que el movimiento total muestra una
correlacion significativa con el movimiento rapido progresivo a la descongelacion, y un
coeficiente de determinacion (r°) de 73.96%. Al igual que Fiser y Fairfull (1983) en
moruecos, obtuvimos una correlacion significativa entre la morfologia espermatica y el
movimiento espermatico a la descongelacion, concluyendo que una mayor proporcion
de espermatozoides morfoldgicamente anormales provocaria un descenso importante en

el movimiento espermatico.

Al igual que Valcéarcel y col. (1994) trabajando con moruecos, observamos una
correlacion significativa entre la integridad de acrosoma y el movimiento total a la
descongelacion, de manera que el dafio de la membrana acrosomal implicase a su vez

una alteracion del movimiento espermatico (Dunner y Vazquez, 1991).

Por otra parte, el analisis de la correlacion entre los parametros espermaticos y los
distintos factores que influyen en la conservacion de los mismos durante el proceso de
congelacion-descongelacion, revela que el factor individuo es el mas influyente,
absorbiendo el 4.41% de la variabilidad total del movimiento total, 2.78% de la
variabilidad total del movimiento rapido progresivo y el 57.76% de la variabilidad total

de la morfologia espermatica a la descongelacion. Estos resultados son similares a los
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aportados por Aguado y col. (1998) en moruecos Manchegos, concluyendo que la

diferencia a la susceptibilidad al choque frio viene dada por el individuo.

El factor mes, mostro correlacion negativa y significativa con el movimiento total,
proporcion de espermatozoides morfoldgicamente normales e integros a la
descongelacion, absorbiendo respectivamente el 6.25%, 3.6% y 9% de la variabilidad
total de estos parametros espermaticos. Varios autores han observado que el porcentaje
de espermatozoides con acrosoma dafiado aumenta con la edad, pero no de manera
significativa (Skalet y col., 1988 en Nubiana; Roca y col., 1991a en Murciana-
Granadina). Esto también se ha puesto de manifiesto en otras especies (Osinowo y col.,

1988 en morueco Yankasa; Lotze, 1989 en toro y cerdo).

El diluyente empleado mostré correlacion significativa con la integridad de
acrosoma, hecho que ya ha sido demostrado por otros autores (Memon y col., 1985;
Deka y Rao, 1987; Chauhan y Anand, 1990; Tuli y Holtz, 1992), absorbiendo el 5.29%
de su variabilidad total, fendmeno que puede estar relacionado con la diferente

composicion de los mismos.

La temperatura ambiental mostré correlacion significativa con el movimiento
rpido progresivo a la descongelacion y correlacion negativa y significativa con la
integridad de acrosoma, absorbiendo respectivamente el 3.61% y el 4.84% de la

variabilidad total de estos dos parametros espermaticos.

6.4 Capacidad fecundante del esperma congelado-descongelado

Una de las principales limitaciones que se presenta en la espermatizacion manual
(EM) del ganado caprino, es el uso de esperma congelado-descongelado, ya que el
mismo proceso de congelacion-descongelacion propicia una reduccién de la viabilidad
espermatica (Roca y col., 1997; Watson, 2000). Por otra parte, con las técnicas actuales

existentes para la realizacion de la EM via cervical en esta especie, una escasa

155



Resultados

proporcion de espermatozoides atravesara los pliegues cervicales, lo que acarrea un

descenso importante de la fertilidad (Ritar, 1993).

En nuestra experiencia obtuvimos una fertilidad media del 47.62%, resultados que
se encuentran englobados entre el 42.5-77.5% establecido por Corteel (1975a y b) tras
emplear progestagenos durante la estacion reproductiva y el rango de 22.4-69.4% para
hembras sincronizadas fuera de la estacion reproductiva (Corteel, 1976 y 1980;
Chemineau y col., 1987; Baril y col., 1993 y 1996; Karatzas y col., 1997).

Nuestros resultados son superiores a los registrados por Ritar y col. (1990b) en
la raza Cashmere (39.1%), Ritar y Ball (1993) en Cashmere (33.3%), Herrera y col.
(1994) en Murciano-Granadina (26.6% mediante doble espermatizacién a tiempo fijo) y
Aisen y Medina (2000) en Angora (37.3% a celo detectado y 23.8% a tiempo fijo)
mediante espermatizacion manual (EM) cervical, y similares a los aportados por Singh
y col. (1995) trabajando con machos cabrios Beetal y Bengal empleando la EM cervical.
Sin embargo, son inferiores a los registrados por Chauhan y Anand (1990) realizando
doble espermatizacion manual cervical en celo natural, asi como inferiores a los
aportados por Karatzas y col. (1997) en Alpina, Saanen y Damascus mediante EM
cervical simple a las 50-55 horas después de la retirada de esponjas o doble a las 36-60
horas (53.4%). No obstante, este Gltimo autor obtuvo variaciones raciales en el indice de
fertilidad, de manera que la raza Damascus mostro resultados practicamente idénticos a
los registrados en nuestra experiencia (47.4%). Nuestros resultados también fueron
inferiores a los aportados por Romano y col. (2000) en la raza Nubiana, realizando una
doble EM via cervical a las 12-24 horas tras la deteccion del celo (58.7%).

En programas de mejora genética tanto con esperma fresco como
diluyoconservado refrigerado o congelado-descongelado, resulta mas comodo
espermatizar a tiempo fijo; sin embargo, la deteccién del celo y la doble
espermatizacion a las 12 horas de la deteccion del mismo y a las 24 horas de la primera
espermatizacion ayuda a mejorar los indices de fertilidad (Aisen y Medina, 2000). Otros

autores han demostrado que la fertilidad obtenida en la espermatizaciéon manual del
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ganado caprino depende, ademas de la calidad del esperma utilizado (Karatzas y col.,
1997), del método de conservacion (Artiga y col., 1993), lugar de deposito (Fougner,
1976; Artiga y col., 1993), nimero de espermatizaciones (Artiga y col., 1993; Karatzas
y col., 1997) y momento de la espermatizacién con respecto a la ovulacion (Salisbury y
col., 1978; Ozsar y col., 1988; Rao y Bhattacharyya, 1988; Artiga y col., 1993), nimero

de espermatozoides por dosis (Artiga y col., 1993), entre otros factores.

Otros trabajos concluyen que factores como la raza (Karatzas y col., 1997),
estacion (Karatzas y col., 1997), climatologia, técnica de espermatizacion (Corteel,
1975a y 1977) y manejo entre otros, afectan al indice de fertilidad (Salisbury y col.,
1978), pero sin ningin género de duda el factor més influyente son las propias
instalaciones de la ganaderia (Alabart y col., 2002). Por otro lado, no debemos de
olvidar que existen una serie de factores dependientes de la hembra, que influyen
igualmente sobre la fertilidad obtenida mediante espermatizacion manual cervical, como
pueden ser la edad (Artiga y col., 1993; Fantova y col., 1998; Alabart y col., 2002),
nimero de partos, intervalo Ultimo parto-espermatizacion (Fantova y col., 1998),
respuesta al tratamiento hormonal (Baril y col., 1993 y 1996) sobre todo cuando se
realiza la EM a tiempo fijo, numero de tratamientos recibidos (Baril y col., 1992),
hormonas empleadas (Espinosa, 1996), entre otros. En este sentido, Baril y col. (1996)
obtuvimos una fertilidad media del 61.1% en las razas Alpina y Saanen, si bien ésta
disminuia de forma considerable (43.5%) cuando la salida a celo se producia a partir de
las 30 horas de la retirada de esponjas y que a su vez dependia no de la edad de las

hembras sino del nimero de tratamientos recibidos previamente.

En nuestra experiencia, el intervalo entre la retirada de esponjas y la salida a celo
influye, aungue no significativamente (p>0.05), sobre la fertilidad del esperma
congelado, de tal modo, que observamos un 57.14% de gestaciones entre la cabras que
se detectaron en celo antes del control de las 36 horas, frente al 45.16% obtenido en las
que lo hicieron a partir de dicho control. Resultados similares obtienen Baril y col.,
(1993) realizando una sola EM a las 43-45 horas, observando una fertilidad muy

reducida (33%) en las que salen a celo pasadas 30 horas de la retirada de esponjas.
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Por otra parte, la doble espermatizacion manual se acepta como una técnica
reproductiva que aumenta el indice de fertilidad (Corteel, 1975a y 1977; Karatzas y col.,
1997); sin embargo, Ritar (1993) concluye que la doble EM no mejora la fertilidad
cuando el nimero total de espermatozoides depositados por EM simple es mayor al
administrado por EM doble. Ademas, Corteel y col. (1988) y Ritar y Ball (1993)
apreciaron un descenso de la fertilidad tras la doble espermatizacion, sugiriendo que
estos resultados se debian al estrés adicional al que sometieron a las hembras durante el

manejo.

En nuestra experiencia no obtuvimos variaciones individuales en el indice de
fertilidad, hecho que coincide también con lo descrito por Delgadillo y col. (1992) en
Saanen y en contraposicién a lo descrito por Roca y col. (1997) en Murciano-
Granadinos; si bien el macho 1 mostro valores ligeramente superiores a los registrados
por el 2, quizas debido al escaso numero de hembras espermatizadas, asi como a la
exhaustiva seleccion de los eyaculados. Asimismo, sabemos que la fertilidad del
esperma es una caracteristica extremadamente compleja, que puede verse afectada por
multiples factores y que las diferencias observadas entre parametros espermaticos a la
precongelacién en ambos machos han sido determinantes en el indice de fertilidad

obtenido.

Al igual que Singh y col. (1995), no obtuvimos diferencias significativas en la
fertilidad media obtenida por ambos diluyentes, aunque el diluyente lacteo mostré
mejores resultados de fertilidad, quizas debido a que ejerce una mayor proteccion de la
membrana acrosémica, estructura indispensable en el momento de la fecundacion
(Moraes y col., 1998). Aguado y col. (1998) con esperma refrigerado y Fantova y col.
(1998) con esperma congelado-descongelado en morueco, obtuvieron resultados
similares, apreciando también una mayor fertilidad del diluyente lacteo frente al Tris. Si
bien cabria esperar que el diluyente Tris proporcionara mejores resultados durante el
proceso de congelacion-descongelacion, debido por un lado a que la fructosa, junto a la
glucosa, tiene un efecto protector de la membrana més especifico que la lactosa presente

en el diluyente lacteo (Aisen y col., 1990 y 1995; Foote y col., 1993) y por otro al efecto
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crioprotector que el tensido adicionado al Tris (Equex STM®) tiene principalmente
sobre el movimiento espermatico y en menor proporcion sobre la integridad acrosomica
(Hellemann y Jara, 1997). No obstante, no es suficiente para asegurar el poder
fertilizante de una muestra de esperma, mejorar el movimiento espermatico y la
integridad del acrosoma (Maxwell y Stojanov, 1996), ya que como se ha demostrado en
morueco (Garde, 1993) tras evaluar la integridad de la membrana plasmatica mediante
el Test de endosmosis, con las técnicas de valoracion del acrosoma mediante contraste
de fases podemos encontrar espermatozoides muertos que presenten el acrosoma intacto

y gque no van a ser fértiles.

La tasa de fecundidad y prolificidad media obtenidas en nuestra experiencia
fueron de 38.10% y 2 respectivamente, y que son ligeramente superiores a las aportadas
por Ritar y col. (1990) en la raza Cashmere mediante espermatizacion manual via
cervical con esperma congelado-descongelado (34% respecto a fecundidad y 1.17
respecto a prolificidad), Herrera y col. (1994) en Murciano-Granadina realizando doble
EM cervical con esperma congelado-descongelado a las 30-48 horas tras la retirada de
esponjas (26.6% respecto a fecundidad y 1.75 respecto al indice de prolificidad) y
Burguete y col. (1998) en Murciano-Granadina mediante EM via cervical con esperma
refrigerado (1.64 de prolificidad), registrandose ademas, un 37.5% de partos simples,
31.25% dobles y 31.25% triples, y que difieren de los aportados por Burguete y col.
(1998), los cuales observaron un alto porcentaje de presentacion de partos simples y
dobles, asi como una baja incidencia de los partos triples (51.05%, 42.51% y 6.48%,

respectivamente)
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Conclusiones

De los resultados obtenidos en el estudio de la respuesta a la congelacion-
descongelacion del esperma caprino, y que han sido expuestos en el presente

documento, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. La estacion del afio influye significativamente sobre la concentracion y los
porcentajes de espermatozoides morfolégicamente normales y con acrosoma
integro, observandose los mayores valores de concentracion e integridad en
primavera e invierno y de morfologia en otofio e invierno; sin embargo, la
estacion en la que se recoge y congela el esperma no influyé sobre el

movimiento y porcentaje de acrosoma integro a la descongelacion.

2. Los factores ambientales, fotoperiodo y temperatura media, mostraron
correlacion significativa con varios de los pardametros seminales estudiados, el
primero con la concentracion espermatica e integridad de acrosoma, mientras
que la temperatura media manifesto correlacion negativa y significativa con la

integridad de acrosoma.

3. El diluyente empleado unicamente influyd sobre la integridad del acrosoma,
absorbiendo el 5.3% de su variabilidad total, lo cual puede estar relacionado con
el mejor efecto crioprotector proporcionado por la combinacién de la lactosa y el

glicerol.

4. Los factores individuo y diluyente no influyeron de forma significativa sobre el
indice de fertilidad, obtenido tras la espermatizacion manual (EM); si bien
podemos mantener que hay tendencia a que existan variaciones individuales y
entre diluyentes, esta Ultima, a favor del lacteo, que pudieron ser enmascaradas
por el pequefio tamafio de la muestra y por la exhaustiva seleccién de los

eyaculados.
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Resumen

La congelacion del esperma, permite preservar por tiempo indefinido su viabilidad
y capacidad fecundante; facilitando, entre otros, el control sanitario, optimizacion en el
uso de sementales de alto valor genético, aceleracién de programas de seleccion y
mejora de razas y conservacion de recursos zoogenéticos. Sin embargo, el proceso de
congelacion-descongelacion altera el movimiento y la velocidad del espermatozoide, asi
como, provoca una desestabilizacién de su membrana plasmatica y activa la reaccién

acrosémica, disminuyendo asi su capacidad fecundante.

Con el fin de conocer, la respuesta a la congelacion-descongelacion del macho
cabrio de la raza Florida, planteamos un estudio para valorar la influencia del mes,
estacion del afio y temperatura ambiental, utilizando dos diluyentes de diferente
composicion (tris y diluyente lacteo), siguiendo el mismo protocolo de refrigeracion y
congelacion del esperma en los dos machos durante un afio. Asimismo, se realizé una
prueba in vivo de la capacidad fertilizante, mediante la espermatizacion manual (EM) de

un lote de 42 cabras, sincronizadas con esponjas vaginales.

Los resultados obtenidos revelan que el macho cabrio de la raza Florida, muestra
variaciones individuales en los pardmetros espermaticos analizados, asi como, una
ligera estacionalidad de los mismos, pero sin llegar a comprometer la viabilidad de los
eyaculados durante los 14 meses en estudio.

El proceso de congelacion-descongelacion, afecté fundamentalmente a los
parametros de movimiento e integridad de acrosoma, apreciandose ademas variaciones
entre individuos. Por otro lado, el diluyente influyd sobre el grado de proteccion del

acrosoma durante el proceso de congelacidén-descongelacion.

Se determind la gestacion, mediante exploracion ecogréfica interna el dia 25 post-
espermatizacion, con un indice de fertilidad total del 47.62%, apreciandose una ligera
tendencia a existir variaciones individuales, asi como, resultados ligeramente superiores

para el diluyente lacteo.
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Summary

Cryopreservation maintains semen viability and fertility by indefinite time, and
is a basic need for control sanitary, maintain a buck of high genetic value, selection
schema and genetic improvement and preserves endangered species. Although,
cryopreservation disturbs spermatozoa motility and velocity, as well as injury plasmatic

membranes and acrosome reaction are induced, and finally pregnancy rates decreases.

The aim of this work was to determine the effect of cryopreservation on Florida
buck semen. Moreover, studies have been carried out to assess the effect of month,
season and ambient temperature, using two different diluents (tris and milk extenders),
under equal cooling and freezing protocol, in two bucks for a year. Also, the oestrus
were induced and synchronized with vaginal sponges, and 42 goats were inseminated

using frozen-thawed semen.

The results indicate that Florida buck show individual and seasonal variation in

semen parameters, but not to compromise the sperm quality.

The cryopreservation affects motility and acrosomal integrity with individual
variation. The influence of diluents was significant on the degree acrosome damage

during freeze thawing.
Pregnancy diagnosis was determinate by internal ultrasonography at day 25 after

insemination. The fertility rate was 47.62% with individual variation, as well as milk

extender showed light high results.
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Abreviaturas

C: Concentracion espermatica
Ca: Calcio

cc:  Centimetros cubicos

cm:  Centimetros

cm?:  Centimetros cuadrados

col:  Colaboradores

eCG: Gonadotropina corionica equina
EM: Espermatizacion manual
(vease Inseminacion Atrtificial)
FP:  Fotoperiodo

gr: Gramos

h: Horas

hCG: Gonadotropina coriénica
humana

I: Integridad de acrosoma

ID:  Integridad de acrosoma a la
descongelacion

Km: Kilémetros

Litros
Diluyente lacteo

Metros

3 3

Metros cuadrados

mg:  Miligramos

Mhz: Megaherzios

min: Minutos

mm: Milimetros

ml:  Mililitros

mod: Modelo

MRP: Movimiento rapido progresivo

MRPD:

Movimiento rapido progresivo a la
descongelacion

MT: Movimiento total

MTD:

Movimiento total a la descongelacién
n: NUmero de muestras

N: Porcentaje de espermatozoides
morfoldgicamente normales

ND:

Porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales a la
descongelacion

ns:  No significativo

p: Nivel de confianza
r: Coeficiente de correlacion
re: Coeficiente de determinacion

SD:  Standart Desviation

sem: Error tipico

spz:  Espermatozoides

T: Diluyente Tris

T&  Temperatura ambiental media
Ul:  Unidades internacionales
VA: Vagina artificial

VE: Volumen eyaculado

VS: Versus

ug:  Microgramo

ul: Microlitros
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Anexo 1

Tabla 26: Ficha de entrenamiento para el salto en vagina artificial.

Fecha: N° crotal: Edad:
Recogida esperma.: 1° Eyaculado 2° Eyaculado
Hora
Técnico
T? vagina

Observaciones
Comportamiento sexual:
Libido
Tiempo a la 1* ereccién
Tiempo al 1° salto
Tiempo eyaculacion
N° saltos para eyaculacion
Observaciones
Control esperma:
Aspecto (d,f,a)
Color/olor
V (ml)
pH
MT
MRP
C (mill. spz/ml)
Observaciones

Morfologia espermatica
(Tincién)

% macrocabezas/filiforme
% microcabezas/piriforme
% cabeza doble
9% cabezas caidas
% cabezas sueltas
% insercion abaxial
% pieza intermedia doblada
% pieza intermedia engrosada
% gota citoplasmatica p-d
% cola lazo
%cola gancho
% cola en ovillo
Otras células
Observaciones

Tincion Acrosoma
% integros
% activados
% desnudos
Observaciones

VE= volumen eyaculado; MRP= movimiento rapido progresivo; C= concentracion espermatica;
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Tabla 27: Ficha de trabajo para la valoracion de la morfologia espermética y de la integridad de acrosoma.

Macho:

% Normales:

Identificacion:

MORFOLOGIA

%Anormales:

% Anomalias Primarias:

Fecha estudio:

Tincion:

% Anomalias secundarias:

Fecha congelacion:

ACROSOMA
%Integro:

Observaciones:

%Activado:

%Desnudo:

Cb
suelt

Cb
caid

Cb
dobl

Macro/
filif

Micr/
Pir

In
Abx.

GC

PID

PIE

lazo

C Ganc

Ovil

XN [W|IN]|F-

Totales:

N= espermatozoides normales; Cb suelt= cabeza suelta; Cb caid= cabeza caida; Cbh dobl= cabeza doble; Macr= macrocabeza; Filif= cabeza filiforme; Mic=
microcabeza; Pir= cabeza piriforme; In Abax= insercion abaxial; GCP= gota citoplasmatica proximal; GCD= gota citoplasmatica distal; PID= pieza intermedia
doblada; PIE= pieza intermedia engrosada; C lazo= cola lazo; C Ganc= cola gancho; C Ovill= cola ovillo; 1= acrosoma integro; A= acrosoma activado; D=

acrosopma desnudo.
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Tabla 28: Ficha de trabajo para la congelacion de esperma.

CONGELACION ESPERMA MACHO CABRIO

Fecha: N° crotal macho: Identificacion:

Volumen eyaculado:
Volumen procesado:

Dilucién: 0.5 ml. esperma+2ml. DPBS( h.) N° caso: N° caso:
1: h. 1 h.
2: h. 2: h.
Lavado: ml esperma + Biladyl 1/9 ( 2500 rpm= 20 min.) = h.

Concentracion Espermatica:

Media:
M.R.P.;
Dosis 125 mill spz MRP/ml en 0.5 ml:

Afiadir diluyente:

Refrigeracion (+5° C): Preparacion de Equitainer ( h.).
-refrigeracion de a h.
Envasado:
-de a h. dosis 0.5 ml
dosis 0.5 ml

Vapores de Nitrégeno liquido (20 min):

-dosis de a h.

Almacenaje en Bombona de Nitrégeno liquido:
- dosis goblets Canister:
- dosis goblets

1=tiempo inicio control; 2= tiempo fin del control
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Tabla 29: Ficha de trabajo para la descongelacion de esperma.

DESCONGELACION MACHO CABRIO

DOSIS T:

Fecha Congelacion:

Dosis 0.5 ml: Canister:
Hora: h. (39° C=30").
Dilucion: 1 ml. Merk | (

a lo anterior 1 ml. Merk I (1 mim)

Control 57: ( h) 3 series
12 gota 1 h.
Id:
2 h.
28 gota 1 h
Id:
2 h
DOSIS L:

Fecha Congelacion:

Dosis 0.5 ml: Canister:
Hora: h. (39° C=30").
Dilucion: 1 ml. Merk | (

a lo anterior 1 ml. Merk I (1 min)

Control 57: ( h) 3 series
12 gota 1 h.
Id:
2 h.
2¢gota I: 1 h
Id:
2 h

Fecha Descongelacion :

A

Sello:

h.)

}

T Control 60" ( h). 3 series
12 gota t1 h.
Id:
2 h.
2% gota 11 h
Id:
l 2 h
Fecha Descongelacion:
Sello:
h.)
T Con:[rol 60" ( h). 3 series
12 gota 1 h.
Id:
2 h.
2% gota 1 h
Id:
2 h
v

1= tiempo inicio control;
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Tabla 30: Ficha de trabajo para el control de salida a celo.

Fecha:

FICHA DE RECELA

N° crotal del macho:

Hora de inicio:

Crotales

Orden de deteccion

Hora de deteccion

Signos de celo
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Anexo 2

Tabla 31: Datos referentes al tratamiento de sincronizacion de las hembras: Aplicacion de
esponjas vaginales de 45 mg FGA.(Intervet®) durante 11 dias.

ND

CROTAL PE VULVA MOCO eCG/PG VULVA MOCO RE VULVA MOCO
121 20:07  peq no 20:37 peq no 20:04 peq mucho
163 20:12  peq no 20:43 peq no 20:55  peq medio
176 20:48 media homeda  21:18 peq no  20:45 muy peq Z;l:];t;g
209 20:10  peq no 20:39 peq no 20:53 peq medio
213 20:25  peq no 20:54 peq no 20:48 media  mucho
811 20:47 media no 21:11 media no 20:13 media mucho
832 20:30 muy peq no 21:03 muy peq no 20:22  peq poco
880 20:40 media no 21:07 peq no 20:16 peq mucho
901 20:44 media no 21:09 peq no 20:35 peq mucho
909 20:33 media  himeda 21:04 peq no 20:10 media  mucho

4 19:48 media no 20:50 grande no 20:03 media mucho
141 19:20  peq no 20:40 peq no 20:31 media  mucho
147 20:00 media no 20:15 media himed 20:09 grande  medio
156 19:45 media no 19:51 media  poco 19:50 media no
167 20:10 media no 20:32 media no 19:58 media mucho
179 20:16 media no 20:00 media no 19:51 media no
180 20:01  peq no 20:05 peq no 20:46  peq poco
188 20:07 media no 19:54 peq poco 19:53 media mucho
198 20:10 media no 20:49 media no 20:31 media medio
216 19:46  peq no 20:10 peq no 20:07 peq mucho
803 20:12 media no 20:28 media no 20:20 media mucho
810 19:59  peq no 20:20 media no 20:00 muypeq mucho
837 19:55  peq no 20:08 peq no 20:18 peq mucho
878 20:21  peq no 20:35 peq no 20:47 peq medio
929 20:20 media no 19:55 media no 19:59 media poco
942 19:57  peq no 19:57 media no 20:02 media mucho
291 20:03  peq no 19:54 peq no 20:03 peq mucho
306 20:06  peq no 19:56 media no 20:15 media medio
811 20:17  peq no 20:12 peq no 20:23 media medio
832 20:12 muy peq no 20:11 muy peq no 20:20 muy peq poco
841 20:19 media no 20:40 peq no 20:26 media poco
846 20:22  peq no 20:16 peq no 20:27  peq poco
901 20:29  peq no 20:46 peq no 20:29 media  mucho
947 20:53  peq no 20:32 peq no 20:43  peq mucho
952 20:10  peq no 21:06 peq no 20:18 media poco
958 20:08  peq no 20:00 peq no 20:16 muypeq  poco
959 21:02  peq no 20:37 peq no 20:52  peq mucho
960 20:38  peq no 20:25 peq no 20:36 media  mucho
961 20:57 media no 20:35 peq no 20:46 media mucho

2 20:32  peq no 20:21 peq no 20:32 peq mucho

18 20:43  peq no 20:30 peq no 20:41  peq mucho
28 20:41  peq no 20:27 peq no 20:31 media  mucho

PE= hora de colocacion de las esponjas; eCG/PG= hora de aplicacion de 300 Ul de eCG y 125 ug de
cloprostenol a los 9 dias de la colocacion de las esponjas; RE= retirada de esponjas; peq = pequefia.
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Tabla 32: Control de salida a celo tras la retirada de las esponja vaginales.

DC (h)

PC

DIA DIA DIA DIA

18h 24h 36h 42h 48h 60h 66h 72h

12h

7 20 21

6

Oh

NO

CROTAL

12
30

121
163
176
209

12

AA A 10 OO

(eNololoNolNoNo o]

OO OO OOO

(e ool oo Nl

OO OO OOOoOOo

O OO0 O0OO

O OO0 O0OO

OO -HOOO

A O A 1O OO

A A 1O OO

A A 1O OO

(e e ol o Moo o i)

OO oO0OoOoCcoOooOooOo o
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M =aANO O —
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12
24
24
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42

147
156
167
179
180
188
198
216
803
810
837
878
929
942
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1
1

36
24
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36
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24
24
24
24
24

—1O OO

oo oo

oo oo

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

—

1
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o oo

duracion del celo.

presencia de signos de celo; DC =

PC =
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Tabla 32: Control de salida a celo tras la retirada de las esponja vaginales (Continuacion).

DC (h)

PC

DIA DIA DIA DIA

18h 24h 36h 42h 48h 60h 66h 72h

12h

7 20 21

6

Oh

NO

CROTAL

24
12
24
36

306
811
832
841
846
901

o o

o o

o o

30
30

o

o

o

o

o

—
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12
24
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12
12

— O
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—1 O OO

—1 O OO

—1 O O

O

O

OO oo oo

OO oo oo

OO oo oo

[eoNoleNolNolNo)

947
952
958
959
960
961

18
28

duracion del celo.

presencia de signos de celo; DC =

PC =

195



Anexo 2

Tabla 33: Caracteristicas de las dosis de esperma congelado-descongelado empleadas en la espermatizaciéon manual via cervical de las
cabras sincronizadas y resultados del diagnostico de gestacion a los 25 dias.

MACHO FECHA DOSIS VE C NEE MT MRP N | DG
2 03/01/01 Precongelacién 1,40 3204 4486 89,15 65,01 82,1 955
210301 T 125 52,75 38,21 606 -
210301 G 125 63,08 42,72 585 +
1 07/02/01 Precongelacion 1,30 4988 6484 83,11 56,27 73,7 91,8
200702 T 125 50,19 20,66 575 -
200702 G 125 62,40 38,8 629 +
2 08/02/01 Precongelacién 1,30 4504 5855 86,78 59,99 92 934
210802 T 125 58,96 34,65 59,3 +
210802 G 125 63,57 43,57 599 -
1 13/02/01 Precongelacion 1,50 4352 6528 93,19 68,02 76,4 92
201302 T 125 71,19 31,57 57,3 +
201302 G 125 63,57 43,46 72 -
2 14/02/01 Precongelacion 1,00 3552 3552 79,43 50,28 80,4 954
211402 T 125 68,84 39,11 341 +
211402 G 125 53,33 35,93 412 +
1 22/03/01 Precongelacién 1,10 4956 5452 88,74 55,63 78,1 94,7
202203 T 125 68,63 36,82 586 +
202203 G 125 67,65 37,96 689 +
2 12/09/01 Precongelacion 1,30 4228 5496 86,23 63,23 90,4 84,9
20120901 T 125 50,00 37,41 448 -
20120901 G 125 56,83 43,59 605 +
1 20/09/01 Precongelacién 1,10 4400 4840 79,99 5569 78,2 86,7
20200901 T 125 56,19 37,69 418 -
20200901 T 125 56,19 37,69 418 -
20200901 G 125 51,61 36,83 50,51 +
20200901 G 125 51,61 36,83 50,561 +

VE = volumen eyaculado; C = concentracién espermatica; NEE = nimero de espermatozoides por eyaculado/dosis; MT = movimiento total; MRP =
movimiento rapido progresivo; N = morfologia espermaética; | = integridad de acrosoma; DG = diagnostico de gestacion.
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Tabla 33: Caracteristicas de las dosis de esperma congelado-descongelado empleadas en la espermatizaciéon manual via cervical de las
cabras sincronizadas y resultados del diagnostico de gestacion a los 25 dias (Continuacién).

MACHO FECHA DOSIS VE C NEE MT MRP N | DG
2 26/09/01 Precongelacién 0,90 3484 3136 87,27 57,94 93,6 86,6
21260901 T 125 59,15 36,88 30 -
21260901 G 125 60,84 39,9 63,7 +
1 16/10/01 Precongelacion 1,70 3320 5644 86,01 66,96 70 87,6
20161001 T 125 66,49 46,28 50 -
20161001 T 125 66,49 46,28 50 -
20 161001 G 125 55,43 33,02 649 +
20 161001 G 125 55,43 33,02 649 +
2 18/10/01 Precongelacion 1,50 3080 4620 92,77 69,7 80,4 90,7
21181001T 125 69,31 42,85 382 -
21181001G 125 53,25 30,32 734 -
2 07/11/01 Precongelacién 1,30 4356 5663 93,18 75 80,66 91,7
21071101T 125 68,11 51,68 395 +
21071101T 125 68,11 51,68 395 -
21071101G 125 68,38 50,55 482 -
21071101G 125 68,38 50,55 482 +
2 08/11/01 Precongelacion 1,50 3396 5094 91,09 60,25 83,3 86,4
21081101T 125 55,16 41,64 421 +
21081101G 125 54,80 39,2 492 -
2 22/11/01 Precongelacion 1,60 3908 6253 91,99 66,44 89 94,4
21221101T 125 68,03 49,09 596 +
21221101T 125 68,03 49,09 596 -
21221101G 125 64,05 43,51 505 -
21221101G 125 64,05 43,51 505 -

VE = volumen eyaculado; C = concentracién espermatica; NEE = nimero de espermatozoides por eyaculado/dosis; MT = movimiento total; MRP =
movimiento rapido progresivo; N = morfologia espermatica; | = integridad de acrosoma; DG = diagnostico de gestacion.
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Tabla 33: Caracteristicas de las dosis de esperma congelado-descongelado empleadas en la espermatizaciéon manual via cervical de las
cabras sincronizadas y resultados del diagnostico de gestacion a los 25 dias (Continuacién).

MACHO FECHA DOSIS VE C NEE MT MRP N | DG
2 29/11/01 Precongelacion 1,30 3372 4384 91,02 74,99 82,2 88,6
21291101T 125 77,66 48,37 551 -
21291101G 125 44,42 34,89 634 -
1 19/12/01 Precongelacion 0,90 4360 3924 90,44 59,74 84,9 92,1
20191201T 125 67,61 41,47 628 -
20191201T 125 67,61 41,47 628 +
20191201G 125 78,51 61,78 3790 -
20191201G 125 78,51 61,78 3790 -

VE = volumen eyaculado; C = concentracion espermatica; NEE = ndmero de espermatozoides por eyaculado/dosis; MT = movimiento total; MRP =
movimiento rapido progresivo; N = morfologia espermatica; | = integridad de acrosoma; DG = diagnostico de gestacion.
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Tabla 34: Datos referentes a las espermatizaciones manuales realizadas con esperma congelado y resultados del diagndstico de gestacion
a los 25 dias.

N° FECHA

a a
CROTAL DOSIS MACHO DILUY 1°EM MC R LD 22EM MC R LD DG DC(h)
121 07-feb-01 1 L 37:36:00  poco poco iu 60:26:00 no/abierto mucho icprox. 1 12
163 13-feb-01 1 T 36:20:00 medio medio ic prox. 59:22:00 poco medio icdistal. 1 30
espeso abierto
176 07-feb-01 1 L 36:35:00 mucho medio icprox. 59:35:00 no/abierto  no iu 0 6
209 03-ene-01 2 T 36:04:00 mucho poco  ic prox. 59:01:00 poco medio icprox. O 12
medio abierto
213 13-feb-01 1 L 36:17:00 Cgﬁggo poco  icprox. 59:24:00 nofabierto poco icprox. 0 36
811 03-ene-01 2 35:38:00 no/abierto poco icdistal. 59:38:00 no/abierto  no icdistal. 1 6
832  08-feb-01 2 T 36:17:00 n‘:ggfo medio icprox. 59:19:00 no/abierto no  icprox. 1 12
880 14-feb-01 2 L 36:04:00 POCO medio ic prox. 61:54:00 poco no icprox. 1 24
abierto abierto
901  14-feb-01 2 T 355000 MU0 edio icprox. 58:55:00 PO%O no icprox. 1
abierto abierto
909 08-feb-01 2 L 36:22:00 mL_Jcho medio ic prox. 59:35:00 eSpeso poco icprox. O
abierto cerrado
4 20-sep-01 1 L 362600 PO no  icprox. 60:14:00 _ "  mucho icprox. 1
abierto cerrado
141 18-oct-01 2 L 36:58:00 P9 medio icprox. 60:49:00 P°°  poco icprox. 0 36
abierto medio
147  20-sep-01 1 T 3820:00 P9 medio icdistal. 61:22:00 P%©  poco  icprox. 0 12
abierto cerrado
156 16-oct-01 1 L 36:43.00 POCO no ic distal. 60:33:.00 P9 poco icdistal. 1 24
abierto abierto

Diluy = diluyente; 1°EM= intervalo retirada esponjas y 1% espermatizacion manual; 22EM= intervalo retirada esponjas y 2% espermatizacion manual; MC=
presencia de moco en el fondo de vagina y caracteristicas del cuello; R= reflujo de esperma; LD= lugar de depdsito del esperma; hCG = gonadotropina
coriénica humana; DG= diagnostico de gestacién; DC= duracion del celo; ic = intracervical; iu = intrauterino; prox = proximal.
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Tabla 34: Datos referentes a las espermatizaciones manuales realizadas con esperma congelado y resultados del diagndstico de gestacion
a los 25 dias (Continuacién).

Ne FECHA

CROTAL DOSIS MACHO DILUY 1*EM MC R LD 22EM MC R LD DG DC(h)
167 26-sep-01 2 L 37:36:00 no/abierto  no ic distal. 61:28:00 no/medio poco icprox. 1 24
179 20-sep-01 1 T 36:12200 P9 5oc0  icprox. 59:57:00 _POCO no icdistal. 0 30
abierto abierto

180 20-abr-01 1 L 35:35:.00 POCO medio ic distal. 59:19:00 P°¢° poco icprox. 1 42
medio cerrado

188 12-sep-01 2 L 37:25:00 PO medio ic prox. 61:14:00 trbio mucho icprox. 1 36
cerrado cerrado

198 12-sep-01 2 T 36:26:00 poc/cerrad  no ic prox. 60:07:00 no/cerrad  no icprox. 0 24

216 22-mar-01 1 L 36:07:00 no/abierto poco  ic prox. 59:54:00 ct:rrrte)ildoo medio icprox. 1 12

803  16-oct-01 1 L 361800 PO no iU 60:08:00 MO0 icprox. 1 36
abierto abierto

810  22-mar-01 1 T 381200 P9 mucho icprox. 6122200 P°°  mucho icprox. 1 30
abierto abierto

837 16-oct-01 1 T 38:15:.00 POcO no ic prox. 61:25:00 poco mucho icdistal. 0 24
abierto abierto

878 26-sep-01 2 T 36:22:00 cgﬁggo medio ic prox. 60:13:00 no/abierto mucho icprox. O 24

929 18-oct-01 2 T 37:06:00 PO mucho ic prox. 60:56:00 no medio icprox. 0 24
cerrado cerrado

942  16-0ct-01 1 T 383300 P9 poco  icprox. 61:46:00 M no icprox. 0 24
cerrado cerrado

291 07-nov-01 2 T 355000 PO no  icprox. 59:40:00 P°©  poco icprox. 1 24
cerrado cerrado

Diluy = diluyente; 12EM= intervalo retirada esponjas y 1% espermatizacion manual; 22EM= intervalo retirada esponjas y 22 espermatizacion manual; MC=
presencia de moco en el fondo de vagina y caracteristicas del cuello; R= reflujo de esperma; LD= lugar de depodsito del esperma; hCG = gonadotropina
coriénica humana; DG= diagnéstico de gestacién; DC= duracion del celo; ic = intracervical; iu = intrauterino; prox = proximal.
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Tabla 34: Datos referentes a las espermatizaciones manuales realizadas con esperma congelado y resultados del diagndstico de gestacion
a los 25 dias (Continuacién).

N° FECHA MACHO DILUY 1*EM MC R LD 22EM MC R LD DG DC(h)
CROTAL DOSIS

306  07-nov-01 2 L 355400 P00 poco icprox. 59:40:00 no/medio poco icprox. 0 24

811 07-nov-01 2 L 36:49:00 turbio medio ic prox. 60:38:00 mL_Jcho medio icprox. 1 12
cerrado abierto

832 07-nov-01 2 T 36:19:00 no/abierto  no ic prox. 60:02:00 no/cerrad poco icprox. O 24

841 29-nov-01 2 T 36:28:00 no/cerrad medio ic prox. 60:13:00 no/cerrad  no icprox. 0 36

846 29-nov-01 2 L 36:50:00 turbl_o medio ic prox. 60:38:00 mucho medio icprox. 0 30
medio cerrado

901  19-dic-01 1 T 364700 MM edio icprox. 60:35:00 P%°  poco  icprox. 0 6
medio abierto

947  08-nov-01 2 35:43:00 af)?:r?o poco  icprox. 59:26:00 nofabierto  no i 1 30

952 22-nov-01 T 36:45:00 no/abierto  no ic distal. 60:35:00 no/medio poco icprox. 1 30

958 19-dic-01 1 L 36:32:00 aE(i)eCrct)o poco ic prox. 60:19:00 no/abierto  no iu 0

959 22-nov-01 2 L 35:32:00 ct:rrrta);(;)o poco  icprox. 59:13:00 no/abierto  no icdistal. 0 6

960 22-nov-01 2 L 35:37:00 no/abierto medio ic prox. 60:23:00 no/medio poco icprox. O 12

961 08-nov-01 2 L 36:13:00 no/medio no ic prox. 60:04:00 no/cerrad mucho icprox. O 24

2 19-dic-01 1 T 36:19:00 no/cerrad no ic prox. 60:06:00 no/cerrad medio icprox. 1 30

18 19-dic-01 1 L 35:43:00 ag(i)ecr?o no  icdistal. 59:26:00 nofabierto  no iu 0 12

28 22nov-01 2 T 36:05:00 nofabierto  no u 594700 90 nocdisal 0 12

Diluy = diluyente; 1*EM= intervalo retirada esponjas y 1% espermatizacion manual; 22EM= intervalo retirada esponjas y 22 espermatizacién manual; MC=
presencia de moco en el fondo de vagina y caracteristicas del cuello; R= reflujo de esperma; LD= lugar de deposito del esperma; hCG = gonadotropina
coriénica humana; DG= diagnéstico de gestacién; DC= duracion del celo; ic = intracervical; iu = intrauterino; prox = proximal.
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Tabla 35: Resultados de los partos de las cabras espermatizadas con esperma congelado y duracion de la gestacion.

N° CROTAL SEMENTAL NP FP DG NNAC NVIV  OBSERV
0002 1 2 02/08/2001 147,5 1 1
0004 1 2 23/03/2002 143,5 2 2
0018 1 1
121 1 5 02/08/2001 151,5 3 3
147 1 5
156 1 5 03/04/2002 154,5 1 1
163 1 3
176 1 4
179 1 4
180 1 5 28/03/2002 1485 3 3
213 1 4
216 1 4 30/03/2002 150,5 1 0
8003 1 3 29/03/2002 149,5 2 2
8010 1 3 23/02/2002 115,5 2 0 aborto
8037 1 3 03/04/2002 154,5 4 2
9001 1 2
9042 1 1
9058 1 1
0028 2 1

141 2 6
167 2 5 31/03/2002 151,5 2 2
188 2 5 04/04/2002 155,5 1 1
198 2 4
209 2 3
201 2 3 22/07/2002 1455 3 3

NP= namero de partos anteriores; FP= fecha del parto; DG= duracion gestacién; NNAC= nimero de nacidos; NVIV= nimero de nacidos vivos; OBSERV=

observaciones.
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Tabla 35: Resultados de los partos de las cabras espermatizadas con esperma congelado y duracion de la gestacion (Continuacion).

N°CROTAL SEMENTAL NP

FP

DG

NNAC

NVIV

OBSERV

306
8011
8032
8032
8041
8046
8078
8080
9001
9009
9029
9047
9052
9059
9060
9061

NN DNDNDNDDNDNDPNDNDPNDNDDNDDNDDNDNDDNDDNDDND

2

P P NMNDNNMNMNDNNDNNDNPEP ONODNMNMNNDDP®W

1

01/08/2002
04/08/2001

05/08/2001

28/07/2002
01/07/2002

155,5
149,5

1515

151,5
1245

aborto

NP= namero de partos anteriores; FP= fecha del parto; DG= duracién gestacién; NNAC= nimero de nacidos; NVIV= nimero de nacidos vivos; OBSERV=
observaciones.
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