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INTRODUCCION
La criopreservacion de semen caprino es una de las biotecnologias mas usadas en el ambito de la
reproduccién en esta especie; da buenos resultados a nivel de concepcion y garantiza una buena

genética.

Sin embargo, este procedimiento puede presentar algunos inconvenientes derivados de la interaccion
entre las proteinas del semen, proveniente de las glandulas bulbouretrales, denominadas Enzima
Coaguladora de la Yema de Huevo (EYCE) y el diluyente usado para aumentar el volumen del
eyaculado y como medio de conservacion de los espermatozoides (Gibbons, 2002). Durante la fase de
conservacion se producen toxinas que pueden afectar tanto la cantidad como la calidad del semen

diluido.

Para evitar este problema se ha propuesto, en varios estudios a lo largo de los afios, utilizar fuentes de
proteina alternas como diluyente; como la leche UHT, la lecitina de soya o un procesado de yema de

huevo.

También se ha recomendado hacer una previa centrifugacion del semen para separar el plasma seminal
del esperma; este ultimo procedimiento presenta riesgos inherentes, pues el proceso de centrifugado

tiende a dafiar y matar los espermatozoides (Batista, Ceiro, Grimon, Brea, & Neira, 2006).

Estas técnicas de reproduccion asistida se utilizan principalmente en paises en donde la industria
caprina es intensiva. Una primera busqueda en los sitios de las asociaciones caprinocultoras en el pais
no ha producido informacion extensa respecto al uso de esta técnica. El objetivo de este trabajo es
compilar informacién y analizar los protocolos existentes para la criopreservacion del semen caprino vy,

asi mismo, aportar a la caprinocultura en Colombia.
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A pesar del gran potencial que tiene para el pais la industria caprina, hasta el momento su crecimiento
ha sido bajo. A la par con esta situacion las investigaciones y la aplicaciéon de modelos tecnologicos
que propicien su desarrollo son escasos. Esto determina que hay insuficientes trabajos sobre la especie,
a nivel nacional, y los modelos de produccion sean principalmente artesanales. Aunque, se manejan de
forma parcial algunas técnicas de reproduccion asistida, mayoritariamente la fase de reproduccion se

realiza de forma natural lo que redunda negativamente en el aspecto productivo de la especie.

Se podria afirmar que, al no haberse encontrado documentacién sobre el tema referente a Colombia, los
criadores probablemente no conozcan a profundidad formas de mantener un banco genético o, tal vez,

no sea una técnica relevante, hasta ahora, en la industria caprina del pais.

En el afio 2017 habia dos millones de cabezas de ganado ovino y caprino aproximadamente. Ubicadas,
principalmente, en la costa atlantica (La Guajira, Cesar, Sucre), Santander, Cundinamarca, Boyaca,
Tolima, Valle del Cauca, Antioquia y los Llanos Orientales. Distribuidas en mas de un millon de

cabezas de ganado ovino y quinientas cincuenta y siete mil de ganado caprino (ICA, 2018).

La industria caprina en Colombia es pequefia si se compara con los sectores bovino, porcicola y
avicola, principales sectores de la industria pecuaria en el pais, registrandose para el afio 2018 un total
de 1°000.132 de cabezas registradas (ICA, 2018). Aunque incipiente, es un sector con potencial de
crecimiento gracias a la adaptabilidad y resistencia de la especie, a los distintos ecosistemas del

territorio, y el potencial mercado que puede haber para la venta y consumo de carne, leche y derivados.

Al ser una industria en crecimiento, vista muchas veces como un negocio familiar o alterno dentro de
las fincas, es probable que los desarrollos tecnologicos no estén difundidos y que en algunas zonas se

presente un alto grado de consanguinidad a causa de las distancias geograficas y las practicas de los
10



criadores. Este proyecto se basa en la idea de que la compilacion bibliogréafica y la comparacion de las
diferentes técnicas de criopreservacion pueden ser una herramienta 1til para la industria caprina en el
pais. La difusion de estos métodos puede garantizar mayores tasas de prefiez, mejor variabilidad
genética, menores grados de consanguinidad y de esta manera se podrian evitar potenciales problemas

endogamicos dentro de la produccion.

Las anteriores consideraciones determinan la necesidad de llevar a cabo el presente estudio que
pretende dar una vista clara a un método reproductivo artificial, como la criopreservacion de semen,
para que el sector caprino pueda aumentar sus indices productivos, generar empleos y aumentar la
economia del pais, a nivel industrial e, incluso, en donde la cria de cabras es una practica artesanal,

ayudar en la seguridad alimentaria de las comunidades.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Realizar una revision y analisis de las actualizaciones en los diferentes protocolos utilizados para la

criopreservacion de semen del macho caprino (Capra aegagrus hircus).

Objetivos especificos
e Compilar y sistematizar las actualizaciones y protocolos mas representativos en la

criopreservacion de semen en caprinos.

e (Comparar metodologias y resultados de los diferentes protocolos utilizados para la

criopreservacion del semen del macho caprino.

e Analizar la eficacia de cada uno de los protocolos y su aplicabilidad en la produccion caprina en

Colombia.

e Realizar un anélisis estadistico, a través del tiempo, de las actualizaciones de los protocolos de

criopreservacion existentes para semen caprino.
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CAPITULO 1

GENERALIDADES DE LA INDUSTRIA CAPRINA EN COLOMBIA

LA INDUSTRIA CAPRINA EN COLOMBIA

Entorno nacional

La produccién de caprinos en Colombia se ubica principalmente en algunas regiones del pais unida,
principalmente, a particularidades culturales, tanto en su cria, como en su produccion y consumo. Esta
situacion provoca que el crecimiento de esta industria sea limitado y el acceso a las biotecnologias, que
podrian mejorar la reproduccion, se restrinja por factores que podrian atribuirse al desconocimiento de
estas por parte de los productores, entre otras. Segiin datos del Censo Pecuario Nacional de 2018 el pais

tiene una poblacion de 1°000.132 cabezas de ganado caprino (ICA, 2018).
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departamento

La Guajira
Boyaca
Magdalena
Cesar
Santander
Cundinamarca
Antioquia
Cordoba
Norte de Santander
Meta

Bolivar
Cauca
Atlantico
Sucre

Huila

Tolima
Casanare
Caqueta
Putumayo
Arauca
Guaviare
Narino

Valle
Quindio
Caldas
Risaralda
Vichada

San Andrés, Providencia y Sta. Catalina
Choco
Vaupés
Guainia
Amazonas
Bogota, D.C.

Total general

14

caprinos
(no. de
cabezas)

792.490
38.737
35.698
31.826
29.492
18.877

7.527
6.217
5.800
5.321
3.941
3.602
2.564
2.560
2.337
2.308
1.697
1.637
1.415
1.300
1.299
993
818
682
419
253
163
101
31

25

2

0

0
1.000.132

porcentaje

79,239
3,873
3,569
3,182
2,949
1,887
0,753
0,622
0,580
0,532
0,394
0,360
0,256
0,256
0,234
0,231
0,170
0,164
0,141
0,130
0,130
0,099
0,082
0,068
0,042
0,025
0,016
0,010
0,003
0,002
0,000
0,000
0,000

100%

Tabla 1. Cabezas de ganado caprino en cada departamento del pais. Fuente: ICA — Censo Pecuario Nacional 2018.



Diez departamentos suman el 97.19% del ganado caprino en Colombia. Ubicados principalmente en el
centro oriente y el norte del pais. En La Guajira pastorean el 79.24% de todo el ganado caprino en

Colombia.

Uribia

La Guajira
79.24%

Magdalena
3.57%

Cordoba Norte de
0.62% SERIENE
0.58%

Antioquia

ntander
075% Santande!

2.95%

Boyaca
3.87%

Cundinamarca
1.89%

Imagen 1. Censo caprino 2018. Fuente: ICA — Censo Pecuario Nacional 2018.
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Diez municipios concentran el 81.71%, cinco de ellos se ubican en La Guajira. Estos cinco municipios
suman el 78.6% del censo caprino en 2018. En Uribia se encuentra el 45% del ganado caprino de todo
el pais. La proyeccion de poblacion para Uribia en 2016 era de 180.385 habitantes. El 95.8% de la

poblacion se reconoce como Wayuu. Los Wayuu son criadores de cabras por idiosincrasia.

San Mateo Chivolo
0.51% Plato 0.42%
. 042%  / _
bania . Boavita
Valledupar o \ Vi _ 0.40%
0.65% y ~ 40%
181% N\ ‘ e
.y . /
\‘\_\\ N \
Riohacha
60.000

5.9%

Maicao

180.000 Unbia
17.9% 450.000

44.99%

Lo | oo S

Imagen 2. Cifras de concentracion de poblacion caprina en distintas zonas del pais.
Fuente: ICA — Censo Pecuario Nacional 2018.
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Estos datos permiten delinear dos conclusiones a priori:

- La concentracion mayoritaria de la poblacidn caprina en la region guajira, unida a las especificidades
culturales propias de una comunidad étnica y la situacidon particular de dichas comunidades en su
entorno, probablemente no sean los principales objetivos de las técnicas de criopreservacion. Las
posibilidades de su aplicacién en ese contexto necesitarian un estudio distinto que desbordaria los

limites de este proyecto (ICA, 2018).

- El 20.7% restante del censo caprino, 207.642 cabezas de ganado, que, en principio, no estaria
asociado a practicas étnicas, podria ser el beneficiario de una mejor compresion de las técnicas de
reproduccién y criopreservacion. Ademas, viendo el numero y la distribucion de los apriscos, es el

sector que deberia tener crecimiento y mercado en el futuro.
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CAPITULO 2

GENERALIDADES DE LA ANATOMIA REPRODUCTIVA DEL MACHO CAPRINO
El aparato reproductor consta de dos testiculos contenidos en el escroto, drganos accesorios y el pene,

al que se le llama 6rgano externo, y es usado para la excrecion de orina y para la copula con la hembra.

préstata “

‘ ___recto
glandula vesicular
\ glandula bulbo-uretral
ampolla del conducto deferente ‘h\* e ‘
’ —
vejiga ’ e

musculo retractor del pene

conducto deferente L& flexura sigmoidea
(vas deferens)
_pene
‘\‘ I ( plexo pampiniforme
(x)

glande ‘

" 5 cabeza del epididimo

apéndice ﬂllforme prepucno

@} —— cuerpo del epididimo

cola del epididimo

testiculo

esoroto

Imagen 3. Aparato reproductor del macho, adaptado de Salamon’s Artificial Insemination of sheep and
goats, Evans, G and Maxwell, WMC. Butterworth & Co.

2.1 TESTICULOS: Estos se localizan en la zona inguinal, mantenidos en un diverticulo del abdomen

denominado escroto. Los testiculos son los encargados de la elaboracion de los espermatozoides

(células reproductoras) y la testosterona, que es la principal hormona masculina, siendo cada uno

independiente y poseedor de su propio sistema nervioso y circulatorio. En su interior se encuentra

dividido en varios compartimientos denominados 16bulos y dentro de ellos se encuentran los tubulos
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seminiferos en donde se producen los espermas, mencionando que se encuentra el conducto deferente

(Cantu Brito, 2008).

Conducto del epididimo

Lébulos en' el B
parénquima < liﬁ e 2

(AN ~Conducto deferente
(vas deferens)

Cola del epididimo

Imagen 4. Corte transversal de un testiculo de caprino (Garet Evans, 1990).

2.2 EPIDIDIMO: Es una parte complementaria del testiculo en un tubo considerablemente largo y
enrollado. Dividiéndose en tres porciones, cabeza, cuerpo y cola, siendo su funcidon principal la

concentracion, transporte, maduracion y almacenamiento de los espermatozoides (Garet Evans, 1990).

2.3 ESCROTO: Es un saco cutaneo que protege a los testiculos; la piel del escroto es fina, plegable y

sin pelo, y junto con el musculo cremaster, mantiene una temperatura adecuada para la

espermatogénesis (Hafez & Hafez, 2002).
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2.4 CONDUCTO DEFERENTE: Es la continuacién del epididimo y consta de un tubo muscular que,
en el momento de la eyaculacion, impulsa a los espermatozoides desde el epididimo hasta el conducto

eyaculador de la uretra. Su porcion terminal se conoce como las &mpulas (Cantu Brito, 2008).

Musculo cremaster externo
7/
\

Cabeza del epididimo

N
Tlnica dartos

N\
| Septum escrotal

|
Cuerpo del epididimo

Imagen 5. Corte transversal del escroto (Garet Evans, 1990).

2.5 GLANDULAS ACCESORIAS: Varias glandulas, situadas proximas unas a las otras en la cavidad
abdominal vierten sus secreciones en un conducto comun; a excepcion de las glandulas de Cowper,
cuya secrecion sirve para limpiar la uretra antes de la eyaculacion. Estas glandulas son la prostata y las

vesiculas seminales (Brito, 2008).

2.5.1 PROSTATA: Es una glandula impar que rodea, méas o menos, a la uretra pélvica y se encuentra
diseminada en todo lo largo de la uretra. Su funcion es la de producir la secrecion del semen, su olor

caracteristico y vigorizante para los espermatozoides (Brito, 2008).
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2.5.2 VESICULAS SEMINALES: Son glandulas pares que desembocan, en comtin con los conductos
deferentes, al nivel de la uretra pélvica; son muy pequenas, pareciendo un minusculo racimo de uvas.

Son productoras de sustancias nutritivas y energizantes para los espermatozoides (Garet Evans, 1990).

2.5.3 GLANDULAS BULBOURETRALES: Las glandulas bulbouretrales, o glandulas de Cowper, se
localizan sobre la uretra, antes de su salida de la cavidad pélvica. Estas glandulas producen liquidos que
se vierten hacia la uretra al momento de la eyaculacion y en conjunto con los espermatozoides

conforman el semen (Morali, 2011).

2.6 PENE: Es el 6rgano masculino de la copula; es de forma tubular y tiene en la punta una espicula
fragil y delicada de gran sensibilidad. Es un tubo cavernoso, fibroelastico con forma sigmoidea, lo que
permite su extension al momento de la eyaculacion. Teniendo dos funciones: excrecion de la orina, y el

de depositar el semen en la vagina de la hembra (Canta Brito, 2008).

Conducto deferent
(vas deferen

Glande del pen

./ Prepucio

Imagen 6. Pene de macho caprino (Garet Evans, 1990).

2.7 PREPUCIO: Es la piel que cubre y protege el pene del animal. Es un pliegue de piel que rodea la
extremidad libre del pene. Se deben examinar su forma y volumen, la superficie exterior y su

consistencia y temperatura (Hafez & Hafez, 2002).
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La produccion seminal esta especialmente condicionada por la raza y ciertos factores intrinsecos en el

macho como edad, época del afio, nivel nutricional etc. (Gibbons, 2002).

CAPITULO 3
SELECCION DE REPRODUCTORES Y PROCESO DE RECOLECCION DEL SEMEN

3.1 Criterios de seleccion

En los machos caprinos siempre se busca ciertas caracteristicas fisicas, que sean visualmente
reconocibles (caracteristicas fenotipicas), escogiendo por medio de la descendencia a los reproductores
mas apropiados (caracteristicas genotipicas) teniendo, para esta seleccion, las pruebas de progenie y las

pruebas de rendimientos realizadas a los reproductores.

Teniendo como criterios fenotipicos para la seleccion de los machos: Ser el mas pesado del rebafio, con
pecho amplio y tronco bien conformado, cuerpo recto en excelente condicion y patas fuertes, sin
defectos fisicos visibles (patas torcidas, mandibula superior o quijada saliente), ser mellizo, ser
agresivo, dado que, con la agresividad, muestra la cantidad de la hormona testosterona presente en su
torrente sanguineo, por lo tanto puede manifestar comportamientos propios, como lo son el deseo
sexual y la facilidad para montar varias hembras, tener buena conformacion sobre el cuello y hombros,
puesto que esto refleja la capacidad reproductora y, por ultimo, debe poseer buenas caracteristicas de

semen, resaltando la ausencia de espermatozoides anormales (Secretaria Agropecuaria, 2003).

3.1.2 Pubertad del macho
En el macho caprino la aptitud para la reproduccion ocurre entre los 6 y 12 meses de edad teniendo en
consideracion que, para lograr una espermatogénesis completa, se debe tener secrecion de la hormona

masculina Testosterona; la cual mostrard los caracteres sexuales secundarios, la mucosa prepucial,
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manifestacion de la libido y el desarrollo del pene que permitira la eyaculaciéon normal (Secretaria

Agropecuaria, 2003).

El pico de su actividad sexual ocurre durante el otofio (en zonas con estaciones) y coincide con el
dréstico incremento en la concentracion plasmatica de testosterona durante la estacion de apareamiento

(Hafez & Hafez, 2002).

La copula , con eyaculacion de espermatozoides viables, ocurre entre los cuatro y seis meses de edad
con un peso corporal de 40 a 60% del equivalente al peso de un animal adulto. La concentracion sérica
de testosterona aumenta a una edad mas temprana en los machos cabrios (17 a 20 meses), como con los
bovinos la madurez sexual se correlaciona mas con el peso corporal que con la edad del ejemplar

(Secretaria Agropecuaria, 2003).

PRINCIPALES MOTIVOS DE DESCARTE EN
REPRODUCTORES.

Deficiente capacidad de congelacién del 25%
semen ?
Escaso volumen del eyaculado y baja 15%
concentracidon esoermatica ?

Inaptitud para eyacular en vagina artificial 10%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%

Tabla 2. Principales motivos de descarte en reproductores (Gibbons, 2002).
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3.2 Recoleccion del semen

Existen dos métodos para la recoleccion del semen, denominados recoleccion por vagina artificial y
estimulacion electrénica; siendo el mas utilizado la vagina artificial, debido a que no genera estrés en
el animal y proporciona un semen de mejor calidad y se puede hacer varias colectas animal x dia. La
estimulacion electronica se implementa cuando se tiene un animal el cual no se pudo entrenar mediante
la vagina artificial, pero, tiene como desventajas principales la contaminacién del semen con orina y no
se pueden hacer frecuentes recolecciones. Por este método se obtiene un mayor volumen de semen,

pero con menor concentracion de espermatozoides (Garet Evans, 1990).

3.3.1 Recoleccion de semen por vagina artificial
La vagina artificial es una imitacion de la vagina de la cabra, que proporciona los estimulos de
temperatura y presion, para que sea posible la duracion de la ereccion del macho y lograr un eyaculado

completo (Garet Evans, 1990).

Imagen 7. Vagina Artificial, sin acoplar (Izquierda), acoplada (derecha) (Garet Evans, 1990).
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La vagina artificial empleada para machos cabrios es similar a la usada para los toros, consistiendo en
una caperuza externa (de 15 cm x 5,5 cm), fabricada con goma fuerte, plastico u otro material sintético
que posea buenas propiedades aislantes, y un conducto interno fabricado de goma o cualquier material

sintético apropiado; su tamafio se relaciona con la longitud del pene (Garet Evans, 1990).

Imagen 8. Forma de sujecion de la vagina artificial (Garet Evans, 1990).

Para garantizar un procedimiento de recoleccion exitoso, se debe tener en cuenta varios factores:

e Latemperatura de la vagina artificial debera ser de 42-45 °C.

e Los tubos de recoleccion deben ser calentados a una temperatura de 30-37°C.

e Se debe hacer una limpieza cuidadosa del prepucio del macho, esto con el fin de eliminar
rastros de suciedad y orina.

e Se puede utilizar un maniqui de cabra impregnado con orina de una hembra en celo (para lograr
la estimulacion sexual del macho). El operario debe estar en posicion de agachado o en
cuclillas, posicionandose del lado derecho del maniqui, colocando la vagina artificial en el
flanco, realizando una sujecion en un angulo de 45° con la abertura en direccion al macho. La

espita de la vagina artificial debe dirigirse hacia abajo para evitar lesiones en el macho; se debe
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dejar que el mayor termine de eyacular y que ¢l mismo sea quien retire el pene, si se retira la
vagina artificial sin que el macho haya retirado el pene se pueden generar lesiones.

Se deben considerar las diferentes posiciones en las que los diferentes sementales realizan sus
montas, esto con el fin de acomodar la vagina artificial para garantizar un buen recolectado.

La frecuencia con la que se puede realizar la recoleccion depende de la edad, la condicion y del

temperamento del animal (Garet Evans, 1990).

Caracteristica Patron Normal
Volumen (cc) 0,59
Motilidad Progresiva (%) 81,76
Células Espermaticas vivas (%) 91,36
Concentracion (espermatozoides/cc) 3,128x
Anormalidades primarias (%) 2,2
Anormalidades secundarias (%) 4,13
Total Anormalidades (%) 6,36
Normales (%) 93,63

Tabla 3. Caracteristicas del eyaculado de un semental, obtenido mediante vagina artificial.
Fuente: (Garet Evans, 1990).
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Imagen 9. Recoleccion de semen por vagina artificial, las contracciones pélvicas son sefiales de
eyaculacion (Perulactea, 2018).

3.3.2 Recoleccion de semen por estimulo eléctrico
Se encuentran diferentes tipos de estimuladores eléctricos, siendo los mas comunes los que poseen un
electrodo bipolar para el recto. En lugares como Australia y Nueva Zelanda es el Ruakura Ram

Probe, siendo un estimulador accionado por baterias que proporciona una salida de 10 o 15 voltios.

Imagen 10. Sonda de carnero tipo Ruakura (Garet Evans, 1990).

Para la coleccidon de semen el macho se debe colocar en decubito lateral, sobre el suelo o una mesa
previamente limpiadas, procediendo luego a recortar todos los pelos y lanas que bordee la vaina y el

prepucio se debe limpiar adecuadamente.

27



La sonda se lubrica o humedece para ser introducida por el recto unos 15-20 cm, teniendo
especial cuidado de no lastimar la mucosa del recto.

El pene se debe extender, por enderezamiento de la flexura sigmoidea, de tal forma que el
glande al quedar expuesto se pueda sujetar con la mano; luego se procede a limpiar y liberar el
pene del prepucio.

Por la parte posterior del glande se procede a colocar una gasa y se introduce el glande y el
proceso uretral en un tubo de ensayo estéril. Se recomienda realizar sujecion del pene y del tubo
con una misma mano, para asi, con la mano que ha quedado libre, proceder a realizar masajes
en el pene en direccion hacia adelante entre cada estimulo eléctrico.

Se deben hacer aplicaciones de estimulos (3-8 segundos) a intervalos de 15-20 segundos; luego
de unos cuantos estimulos se empezara a apreciar la salida de las secreciones de las glandulas
accesorias. Se recomienda desechar estos productos antes de que el semen fluya esto con el fin

de evitar diluciones innecesarias (Garet Evans, 1990) .

Imagen 11. Recoleccion de semen por medio de electroeyaculacion (Garet Evans, 1990).
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CAPITULO 4

CARACTERISTICAS Y VALORACION SEMINAL
El semen de macho caprino varia en color del blanco grisaceo al amarillo, siendo su color mas variable
que en el semen de carnero, variando entre animales e, incluso, entre eyaculados del mismo semental

Presentando un volumen de 1.0 ml con un rango aproximado entre 0.5 y 1.2 ml (Garet Evans, 1990).
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Imagen 12. Factores que afectan la calidad seminal en caprinos (Hafez & Hafez, 2002).

Los eyaculados de los machos caprinos varian en cuanto a cantidad y calidad espermatica dependiendo,
la cantidad de espermatozoides, del volumen y concentracion del semen. Las caracteristicas que mas se

deben considerar para determinar que un eyaculado es de calidad se nombran a continuacion:
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4.1 Color y olor del semen

El color del semen es el primer factor que se debe valorar. Se realiza en el tubo de recoleccion
inmediatamente después de haber sido obtenido; siendo generalmente su color de tonos grisdceos o
amarillos. Observando que, si presenta un poco de sangre el eyaculado, este presentard un color rosaceo
debido a posibles lesiones en el pene del macho. Las coloraciones gris o parda son sefiales de que se
presentd contaminaciéon o el tracto reproductor del semental presenta una infeccion. Cuando el
eyaculado presenta orina se podrd apreciar una coloracion menos intensa; esta coloracion se puede

presentar cuando se ha obtenido el semen por medio de electroeyaculado (Garet Evans, 1990).

4.2 Volumen del eyaculado
El volumen del eyaculado se puede medir de dos formas; una puede ser directamente en el tubo de
recoleccion, si este estd calibrado, o, por medio de una pipeta calibrada si la recoleccion de semen es

por medio de vagina artificial.

El volumen del eyaculado suele ser de 1.0 ml, tomando como factores edad, condicién corporal del
animal, frecuencia con que se realizan las recolecciones y la destreza del operario encargado.
Mostrando que los animales més jovenes, o en condicidon corporal baja, presentan menos volumen de
eyaculado. Cuando el semen se obtiene por electroeyaculacion, el volumen que se logra obtener

depende tanto de la pericia del operario como la respuesta del semental al procedimiento (Garet Evans,

1990).
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Imagen 13. Muestra de semen caprino recolectado, el tubo se encuentra calibrado para apreciar el
volumen del eyaculado (Garet Evans, 1990).

4.3 Concentracion Espermatica

La concentracion espermatica es uno de los factores que predominan durante el analisis del semen post-
colecta; siendo este de vital importancia dado que, una concentracién espermatica baja, indicara que el
semental no es apto para ser reproductor. La concentracion se determina por medio de un

hematocitometro, un colorimetro o un espectrofotémetro (Hafez & Hafez, 2002).

El hematocitometro es un portaobjetos de microscopio que cuenta con guias numeradas con precision.
La cantidad de espermatozoides por cdmara se cuenta manualmente y, aunque se considera un trabajo
que conlleva demasiado tiempo, es bastante efectivo; sin embargo, este método se puede sustituir por
un espectrofotdmetro o un colorimetro calibrado, que poseen la ventaja de ser precisos y rapidos (Hafez
& Hafez, 2002). En el macho caprino no se puede utilizar el colorimetro debido a la diferenciacion de
color del eyaculado; la concentracién de espermatozoides es menor que en el carnero y va de 2.5 x10° a

5.0 x 10° espermatozoides por ml (Hafez & Hafez, 2002).
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4.4 Motilidad Espermatica

La valoracion de la motilidad implica la estimacion subjetiva de la viabilidad de los espermatozoides y
la calidad de la motilidad; por lo general, se utiliza el analisis del espermatozoide con microscopio de
luz. La evaluacion de la motilidad de los espermatozoides se realiza con semen puro y diluido (la
solucioén para este diluido es citrato de sodio al 2,9% y 5 ml de formalina por litro al 10%), esta
valoracion indica el comportamiento de los espermatozoides en su propio liquido de las glandulas
accesorias (Hafez & Hafez, 2002). La motilidad espermatica es en extremo susceptible a las

condiciones ambientales (como el exceso de calor o de frio).

Un estudio realizado por Wahjuningsih reporta: “ La motilidad de los espermatozoides disminuye con
el aumento de la concentracion y la duracion del almacenamiento a 5°C. La concentracion de esperma
de 40 x 106 / ml de semen y la duracién del almacenamiento de 0 h en 5°C mostraron la motilidad
individual mas alta de los espermatozoides. Sin embargo, todos los niveles de concentracion de
espermatozoides y el tiempo de almacenamiento a 36 horas a una temperatura de 5°C todavia se

pueden usar para la IA"”

Diferentes autores han encontrado una variabilidad en la motilidad espermatica post-descongelacion a
lo que se le atribuyen diferentes factores como: el medio diluyente, protocolo de diluciéon y congelacion
y los diferentes procesos de evaluacion (Herndndez-Corredor, Dorado, Quintero-Moreno, Ortiz, &

Buzoén, 2014).

! Traduccion propia.
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Imagen 14. Motilidad de los espermatozoides observados bajo microscopio (Garet Evans, 1990).

4.4.1 Concentracion de espermatozoides

Se dice que la concentracion de espermatozoides es el numero de espermatozoides por unidad de
volumen, normalmente expresado en ml; es muy importante ya que la relacion de dilucion depende de
ella (Garet Evans, 1990). En la tabla 3 se puede dar una clasificacion de la onda de movimiento de los
espermatozoides, con una clasificacion de 0 a 5 (0 equivalente a muertos y 5 una onda de movimiento

muy buena).

Imagen 15. Motilidad y concentracidon espermatica (Garet Evans, 1990).
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Valor Clase Descripcion

5 Muy buena El 90% o mas de los espermatozoides son activos
4 Buena Entre un 70-85% de células activas
3 Regular Entre un 45-65% de células activas

Entre un 20-40% de movilidad espermaticas aunque

2 Pobre
muy leve.
o) P
1 Muy Pobre Alrededor de un 10% presenta movimiento aunque muy
debil.
0 Muertos No se observa ningun movimiento en los

espermatozoides.

Tabla 4. Clasificacion de la onda de movimiento de los espermatozoides
Fuente: (Garet Evans, 1990).

4.4.2 Consistencia del semen
La consistencia del semen depende de la relacion de contenido de sus dos constituyentes:
espermatozoides y plasma seminal. Las muestras de semen de alta consistencia contienen mas

espermatozoides que las que tienen menor consistencia o son mas acuosas (Garet Evans, 1990).

El semen de macho caprino se puede clasificar en diferentes tipos de consistencia segun la tabla 4. Los

valores para el conteo de espermatozoides se han determinado mediante hemocitometro.
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N° de espermatozoides (x10°) por mi
Valor Consistencia
Media Valores externos
5 Cremosa espesa 5.0 4.5-6.0
4 Cremosa 4.0 3.5-4.5
3 Cremosa tenue 3.0 2535
2 Lechosa 2.0 1.0-2.5
1 Nebulosa 0.7 0.3-1.0
0 Clara (acuosa) Insignificante
Nota: El semen lechoso, nebuloso o acuoso no debe usarse en la |A.

Tabla 5. Concentracion del semen de macho caprino valorada por su consistencia.

Fuente: (Garet Evans, 1990).

4.5 Morfologia de los espermatozoides

El examen morfoldgico del semen es una prueba de control de calidad. Cada eyaculado contiene una
serie de espermatozoides anormales, pero, si la proporcién es muy alta nos encontramos ante un semen
de baja fertilidad (Garet Evans, 1990). Es necesario evaluar, por lo menos, 200 espermatozoides

individualmente para determinar la presencia tipo e incidencia de cada defecto morfolédgico, realizando

un registro de los defectos especificos de esta indole (Hafez & Hafez, 2002).
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Imagen 16. Morfologia que se pueden encontrar en los eyaculados (Garet Evans, 1990).

La asociacion del aumento de las anomalias morfologicas de los espermatozoides con una reduccion de
la eficiencia reproductiva se ha documentado para machos caprinos (Gravance et al., 1998): “Las
diferencias en el tamafio de la cabeza entre espermatozoides vivos y muertos, posiblemente se deben a
que estos ultimos han modificado la funciéon de la membrana y han perdido parte de su contenido
intracelular como resultado de la degeneracion” (Hernandez-Corredor, Dorado, Quintero-Moreno,
Ortiz, & Buzon, 2014). Aunque el efecto macho tiene una influencia significativa en las caracteristicas
morfoldgicas evidencian que no pudieron encontrar ninguna variacion significativa entre los machos

caprinos o las eyaculaciones para la morfologia de los espermatozoides (Madurantakam et al, 2016).

36



CAPITULO 5

COMPILACION DE LOS DIFERENTES PROTOCOLOS DE CRIOCONSERVACION DE
SEMEN CAPRINO
El fundamento principal de la crioconservacion del semen es prolongar la capacidad de fertilizacion de
los espermatozoides al reducir o detener su movilidad y reacciones metabdlicas. El semen de macho
caprino, al igual que el semen de toro, se puede conservar en estado liquido o congelado; en estado
liquido por poco tiempo y depende, principalmente, de la reduccion reversible de la motilidad y
actividad metabolica de los espermatozoides a temperaturas reducidas (5°C o 15°C) o en dioxido de
carbono. En ambas situaciones la vida de los espermatozoides se puede prolongar por intervalos de
tiempo mas largos, no obstante, el periodo en que se mantiene la capacidad fertilizante de los
espermatozoides es mucho madés viable cuando el semen se congela y conserva a muy bajas
temperaturas (Garet Evans, 1990). En nitrégeno liquido, a -196°C, las reacciones metabdlicas de los
espermatozoides quedan detenidas. Esto hace que el semen se pueda conservar durante periodos
prolongados de tiempo con lo que se pueden conservar genes, para un futuro uso, y se asegure la
disponibilidad de un semental en particular. También facilita su transporte tanto en el entorno nacional

como internacional (Garet Evans, 1990).

Para asegurar que el semen llegue en dptimas condiciones a destino se debe tener en cuenta, no solo la
temperatura del termo de nitrégeno liquido, sino, también, el protocolo que se utiliz6 previamente en el
laboratorio debido a la susceptibilidad del semen de cabra; esto se debe a una proteina que se genera en
las glandulas bulbouretrales del semental llamada Enzima Coaguladora de la Yema de Huevo (EYCE),
ya que si el diluyente usado contiene alguna proteina, especificamente yema de huevo, esta puede
actuar de forma negativa junto con el plasma seminal creando una sustancia que puede actuar como
espermicida (Kozdrowki, et al, 2007) .
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Recuperacion del semen

Valoracion espermatica
(volumen, concentracion y motilidad)

Centrifugacion
500g / 15 minutos

I Lavado
seminal

Adicion medio de dilucién (1:10; v:v)

2 veces

Eliminacion del plasma seminal
(succién por vacio)

Fase de enfriamiento

Dilucion con medio 1
22°C - 2 horas / En camara de 5°C

Fase de equilibrado

Dilucion con medio 2
(1:1; vav) 5°C / 15 minutos

Empajuelado y sellado

Congelacion sobre
vapor de nitrégeno liquido

Sumersion en nitrégeno y
almacenamiento en tanques

Imagen 17. Protocolo de recoleccion, congelacion y empajillado de semen caprino (Almenar, 2007).
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Para contrarrestar este problema se ha propuesto, en varios estudios a lo largo de los afos, utilizar
fuentes de proteina alternas como diluyente; como la leche UHT, la lecitina de soya o un procesado de
yema de huevo, o eliminando el plasma del semen mediante un proceso de centrifugado, pero, esto
puede ser riesgoso dado que puede afectar el acrosoma de los espermatozoides haciendo que las tazas

de fecundacion disminuyan (Batista, Ceiro, Grimon, Brea, & Neira, 2006).

Los diluyentes utilizados para la crioconservacion de semen deben reunir los siguientes requisitos:
e Componente tampon (Tris, citrato de sodio).
e Fuente energética (glucosa, fructosa).
e Crioprotector externo (leche, yema de huevo).
e Crioprotector interno (lactosa, glicerol).

e Antibidtico (penicilina, estreptomicina) (Corredor, 2014).

Al no existir un diluyente universal se manejan varias férmulas ya existentes en diferentes
concentraciones para cada tipo de semen, encontrdndose que los diluyentes principales en la
criopreservacion de semen caprino son los siguientes:

e Tris, fructosa o glucosa, yema de huevo, glicerol.

e Tris, 4cido citrico, fructosa, yema de huevo, glicerol.

e Glucosa, leche descremada, glicerol.

e Citrato de sodio, glucosa, yema de huevo, glicerol.

e C(itrato de sodio, agua de coco, yema de huevo, glicerol (Luzardo, 2010).

Destacando el uso de la combinacion de leche descremada, glucosa y glicerol, y Tris, glucosa acido

citrico, yema de huevo y glicerol (Gibbons, 2002).
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Guerrero et al (2009) citan “Adicionalmente, otros componentes tales como azicares no difundibles
(lactosa, sucrosa, dextrano, trealosa) han sido empleados porque proveen proteccion al enfriamiento
mejorando la restauracion postcongelamiento del esperma (Chen et al., 1993; De Leeuw et al., 1993;

Woelders et al., 1997)”.

5.1 TRIS

Tris es el nombre abreviado del compuesto orgénico conocido como tris(hidroximetil)Jaminometano,
de formula (HOCH2)3sCNH2. Se utiliza ampliamente en bioquimica y biologia molecular (Elaboracion
propia, 2019). Empledndose, principalmente, como agente buffer en criopreservacion de semen de toro,
caprino y carnero; con la particularidad de que puede formar soluciones acuosas y sistemas reguladores
de la concentracion de iones de hidrogeno. Posee un constante de disociacion bésica tal que, una
solucion de 50 mm de Tris correspondiente a un pH de 10.4, es capaz de proteger a los
espermatozoides de cambios de pH. Por tal razon para ser utilizado en la criopreservacion de semen
requiere estar asociado con el acido citrico (Monzén, 2005). Asi los espermatozoides de caprino

pueden sobrevivir a una concentracion de Tris en un amplio rango (300-600 mm) (Tabarez, 2014).

Los principales diluyentes artesanales llevan este compuesto, como sustancia buffer o tampodn, con la
inclusion de los agentes crioprotectores internos y externos, fuentes energéticas, y el agente antibidtico
(Luzardo, 2010). Corredor et al, (2013) determiné mediante el uso de diluyentes en base TRIS un
movimiento rapido progresivo de 34,4% post-descongelacion del semen. La USDA (Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos) menciona en un estudio realizado por Mook et al (2008) la

composicion ideal del diluyente TRIS, yema de huevo, glicerol:
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100ml Diluyente a base de Tris, yema de huevo, glicerol
Tris | 2.422¢g
Fructosa | 1.0g
Acido Citrico | 1.36g
Penicilina G | 0.006g
Sulfato de Estreptomicina | 0.100g
Yema de Huevo | 2.5% del volumen total del diluyente
Glicerol | 2.0% del volumen total del diluyente
pH | Entre 6.8-7.0 (Agriculture, 2016).

Siendo este el diluyente mas comun utilizado en los protocolos de crioconservacion de semen caprino

en Estados Unidos (Agriculture, 2016).

40 38,67
35,33
35
30
25

20

15
tris yema tryladil

Imagen 18. Motilidad espermatica individual post-congelacion de semen caprino congelado con dos
diluyentes en base TRIS (Luzardo, 2010)
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5.2 Leche

La lactosa es uno de los componentes importantes de la leche que no puede difundirse a través de la
membrana plasmatica celular, por lo tanto, ayuda a crear presion osmética alrededor de la célula y evita
la cristalizacion intracelular. La union de proteinas seminales se reduce por la caseina de la leche,
también, disminuye el dafio a los lipidos de la membrana celular y mejora la movilidad y la viabilidad
de los espermatozoides. Una serie de trabajos de investigacion publicados a mediados del siglo XX,
sobre los extendedores que contienen leche para la crioconservacion junto con el glicerol, es decir, el
extensor a base de glicerol de leche, revolucionaron la crioconservacion del semen (Fawad Ur

Rehmana, 2013).

5.2.1 Leche descremada

La leche descremada es otro de los compuestos clasicos utilizados en la preparacion de diluyentes para
semen; considerado como uno de los que mayor perspectiva tendria para ser utilizado en caprinos.
Indicandose que el semen caprino se puede diluir directamente en la leche descremada, previamente
calentada a bano Maria hasta punto de ebullicion y enfriada a temperatura ambiente; este proceso se
realiza con fin de inhibir la lactenina, presente en la leche, y que resulta ser toxica para los
espermatozoides. Este calentamiento de la leche promueve el desdoblamiento de la lactosa a glucosa y
galactosa, las cuales pueden ser usadas por los espermatozoides como fuentes energéticas de mayor

disponibilidad (De la Vega, 2000).

Sin embargo, cabe destacar que investigaciones recientes indican sobre la presencia de una lipasa
bulbouretral en el plasma seminal del caprino; esta actuaria sobre los triglicéridos de la leche,
catabolizando la formacion de 4cido oleico, el cual seria el responsable del deterioro de los
espermatozoides cuando el semen es diluido en leche descremada (De la Vega, 2000). Arrojando la
necesidad de hacer un lavado seminal aun cuando este se diluya en LD.
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El uso de extensores a base de LD es también comun en la criopreservacion de semen caprino. Un
estudio realizado por Nor-Ashikin y Abdullah (2011), menciona que “Una mezcla que contenia 10,0 g
de leche descremada (menos del 1% de contenido de grasa), 0,2 g de D-glucosa en 100 ml de agua, se
calenté a 91 £+ 1°C durante 10 minutos, se enfri6é a temperatura ambiente y se afiadi6 0,03 g de sulfato
de estreptomicina y 0,02 g de penicilina-G (sal de sodio). Luego se anadi6 14% de glicerol al 86% de

29

esta mezcla”” (Abdullah & Nor-Ashikin, 2011, pag. 286). Para lograr conservar el semen fresco y para

evitar los efectos toxicos presentes en la proteina utilizada como crioprotector.

5.3 Yema de huevo

La yema de huevo (YH) se utiliza ampliamente para la disolucion del semen de diferentes especies. En
bovinos es donde se usa mas comunmente, dado el alto nivel de factores de proteccion espermdtica
que se le atribuyen. Este efecto se debe a la presencia de lipoproteinas, lecitinas, y glucosa, lo que

permite un correcto mantenimiento de la viscosidad del semen (De la Vega, 2000).

Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, en el caso de los caprinos la presencia de una
fosfolipasa A en el plasma seminal, proveniente de las glandulas bulbouretrales, cataliza la hidrolisis de
las lecitinas dando como resultado la liberacion de las lisolecitinas y é4cidos grasos al medio de
dilucion, los cuales resultan toxicos para los espermatozoides (Luzardo, 2010). Roy (1957) adjudico
este evento y lo llamo6 Factor Coagulador de la Yema de Huevo (FC). La accion de este FC se
intensificara con el paso del tiempo, por lo que la toxicidad no se manifestara de inmediato, sino que se
empieza a notar en el transcurso del proceso; el semen obtenido por el proceso de electroeyaculado

tendria una mayor presencia de FC (De la Vega, 2000).

2 Traducci6n propia
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Un estudio realizado por Buitrago y Pérez (2008) senala que “Sin embargo, en el caso de la motilidad
individual el diluyente [...] con yema de huevo liquida (SYHL) obtuvo el mejor promedio tanto en la
evaluacion a 30°C, la cual fue de 72,5%, como a 5°C que fue de 68,3%, [...] y el diluyente [...] con
yema en polvo (SYHP) obtuvo una media de motilidad individual de 67,5% a 30 °C y de 63,3 % a 5

°C” (Buitrago Pefia & Pérez Sanchez, 2008, pag. 57).

La yema de huevo — tris - amino metano se ha utilizado durante mucho tiempo en el diluyente de
semen para proporcionar proteccion a los espermatozoides extracelulares durante el almacenamiento a
bajas temperaturas. Se afiadio diluyente de yema de huevo para proteger a los espermatozoides como
antioxidantes no enzimaticos durante el proceso de almacenamiento (Kumar 2003) . Este estudio tiene
como objetivo determinar el efecto de la concentracion de espermatozoides y la duracion del
almacenamiento en 5°C sobre la motilidad de los espermatozoides (Wahjuningsih, Hermanto, Nuryadi,

Budiarto, & Bhintoro, 2012)

En la imagen 19 se muestran los efectos del proceso de congelacién y descongelacion en el porcentaje
vivo, el control y el porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto. Los valores medios
observados de los diferentes atributos seminales estuvieron bien, dentro del rango normal en los tres
pasos evaluados durante el experimento (Anand y Sarvajeet, 2016). Se observo una diferencia
significativa (p <0.01) en los tres pasos estudiados durante el proceso de congelacion-descongelacion
con los valores mas altos observados en el puro, seguido de dilucion y semen post-descongelacion. Un
valor significativamente menor (p <0.01) registrado, para semen diluido en comparaciéon con el puro,
puede ser el resultado de una interaccion letal entre el plasma seminal y la yema de huevo en el

extensor de semen suplementado con trastorno osmoético (Anand & Yadav, 2016).
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Imagen 19. Diferentes atributos seminales en la cabra Sirohi sometidos a un proceso de congelacion-
descongelacion (Anand & Yadav, 2016, pag. 204).

Para una solucion al uso de yema de huevo en estado puro es recomendable utilizar un medio
liofilizado, a base de Tris, con un porcentaje de yema de huevo de un 4,5%, lo que evita el lavado
seminal por centrifugacion; esto conlleva a que haya una mayor cantidad de espermatozoides vivos al

momento de la congelacion (Martinez, Duverger, Diaz, Interian, & Gonzalez-Pena, 2011).

5.4 Lecitina de Soya

La lecitina de soya es un crioprotector de origen vegetal y su uso estd considerado como una alternativa
a la yema de huevo para la criopreservacion de espermatozoides de varias especies, especialmente
caprinos, ya que contiene un alto contenido de LDL. La adicion de la lecitina, en los diluyentes de
crioconservacion, parece no tener ningun efecto citotoxico, como tampoco efectos negativos en la
motilidad de los espermatozoides; en la actualidad existen varios diluyentes comerciales que incluyen

en su composicion la lecitina de soya (Garcia Vera, 2014).
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Gibbons (2002) hace referencia al uso de la lecitina de soya, en lugar de la yema de huevo, para evitar
la reduccion de la motilidad espermatica y obtener asi un mejor resultado post-descongelacion.
Sariozkan et al, (2010) realizé un reporte de mayor velocidad de motilidad espermatica, a través del
sistema C.A.S.A, para espermatozoides caprinos congelados en el producto comercial Bioxcell® en

comparacion a un medio diluyente a base de yema de huevo (Hernandez et al, 2002).

Hernandez-Corredor et al. (2014) hablan de la eficiencia de la lecitina de soya en varios protocolos de
crioconservacion de semen caprino, sin embargo, no se encuentra registro de su efecto en la
morfometria y vitalidad espermatica.
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Imagen 20. Dafio mitocondrial y viabilidad espermadticas en semen congelado utilizando lecitina de soya
y yema de huevo (Quintero et al, 2017).

5.5 Glicerol

“El descubrimiento del glicerol como agente crioprotector se debe a [Christopher Polge] (1949). Esta
sustancia ocupa simultdneamente la membrana y los compartimientos extra e intracelulares, sin
embargo, Amman y Pickett (1987), asi como Almid y Johnson (1988), sugieren que su principal efecto
crioprotector se ejerce a nivel extracelular” (Garcia Vera, 2014, pag. 34). Su funcion a este nivel
consiste en aumentar el volumen del medio extracelular y la proporcién de agua en estado de no-
congelacion (Garcia Vera, 2014); algunos de los efectos atribuidos al glicerol son cambios en la
estructura bioquimica de la membrana plasmatica de los espermatozoides relacionados a la captacion y

reaccion del acrosoma (Monzoén, 2005).

Se recomienda su uso en concentraciones entre 6% y 9%. Respecto a la temperatura a la que debe
afiadirse, alrededor de 5°C parece dar mejores resultados de supervivencia espermatica que la adicion a
30°C, ya que, a esta temperatura, la membrana espermadtica es mas permeable y por lo tanto tiene un

mayor efecto toxico (Garcia Vera, 2014).

Se ha encontrado una ventaja del uso del glicerol sobre el etilenglicol, como crioprotector permeante,
en la prevencion de la pérdida de la motilidad progresiva post-descongelamiento en semen ovino. En
semen caprino se ha encontrado una mejor motilidad progresiva con glicerol en comparacion con
etilenglicol, sin embargo en protocolos de criopreservacion de otras especies como lo son equinos y

bovinos, se pueden encontrar un mejor resultado con el etilenglicol (Sandoval M, y otros, 2007).
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En un estudio, llevado a cabo por Ruiz et al. (2015) con semen ovino, se mostrd que el glicerol, como
crioprotector, es mucho mas eficiente que el etilenglicol; previniendo la disminuciéon de la calidad

seminal y obteniendo una mayor motilidad progresiva con el uso de este crioprotector.

5.6 Diluyente Triladyl

Fabricado en Alemania, por el laboratorio Minitube, es un concentrado para la preparacion de un
diluyente listo para el uso de un solo paso. Esta constituido por tris(hidroximetil)Jaminometano, un
amortiguador sintético y, ademas, contiene agua bidestilada, 4cido citrico, fructosa y por cada 100 ml
contiene los siguientes antibidticos: tilosina 5 mg, gentamicina, 25 mg, espectinomicina 30 mg y
lincomicina 15 mg. Para su preparacion se adicionan tres partes de agua bidestilada, una parte de yema
de huevo y una parte del concentrado comercial (Manual del usuario Triladyl). Siendo este el mas
comunmente utilizado para diluir y congelar semen en la actualidad para bovinos y caprinos (Gallardo

y Vargas, 2015).

Imagen 21. Presentacion del Triladyl 250g (MinitubeGroup).
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5.6.1 Composicion del diluyente Triladyl
Es una sustancia tipo buffer que contiene Tris, acido citrico, azlcar, glicerina, agua purisima y
antibioticos; de acuerdo con la Directiva 88/407 de la UE (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina,

Lincomicina) (Manual del usuario Triladyl).

5.7 Diluyente Andromed

Es un diluyente a base de lecitina de soya. Este medio tiene ventajas sobres sus predecesores, ya que ha
logrado tasas de no retorno hasta el 2,6% mayor que los diluyentes convencionales preparados a base
de yema de huevo (del 67,85% con los preparados a base de yema de huevo contra un 70,45% con el

diluyente sin yema de huevo) (Minitube, 2010).

5.7.1 Composicion del diluyente Andromed
Contiene fosfolipidos, TRIS, &4cido citrico, azlcares, antioxidantes, tampones, glicerina, agua ultra
pureza y antibioticos; de acuerdo con la Directiva de CE 88/407 (Tilosina, Gentamicina,

Espectinomicina, Lincomicina) (Gallardo y Vargas, 2015).
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Imagen 22. Presentacion del diluyente Andromed 200ml (Minitube Group).
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5.8 Steridyl
Es un nuevo diluyente disponible en el mercado desde 2010. La principal ventaja de este diluyente es
que los 500 ml de la soluciéon concentrada ya contienen yema de huevo; eliminando el tiempo de

preparacion de la yema de huevo fresco. S6lo es necesario 750 ml de agua pura al concentrado

(Minitube, 2010).

5.8.1 Composicion del Steridyl
El diluyente contiene Tris, acido citrico, azucar, sustancias tampon, glicerina, agua purificada, yema de
huevo estéril irradiada y antibidticos (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina, Lincomicina)

(Minitube, 2010).
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Imagen 23. Presentacion del diluyente Steridyl 300ml (Minitube Group).

5.9 Biladyl

Desde la incorporacion de Triladyl® al mercado, este diluyente se ha establecido como clasico en la
produccion de semen bovino. También puede congelarse exitosamente con Triladyl® el semen de una
serie de otros mamiferos, como por ejemplo, el semen de carnero y macho cabrio, camello y perro,
como también de muchas especies exoticas (Minitube, 2010). Para la preparacion del diluyente
Triladyl® y Biladyl® se agregan al concentrado agua destilada y yema de huevo fresca. La tasa de

dilucién para los eyaculados permite un amplio rango de variacion, sin comprometer los resultados de
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fertilidad. Triladyl® y Biladyl® son utilizados con buenos resultados en diluciones con baja
concentracion espermatica como también para la dilucion de eyaculados con baja concentracion

celular.

5.9.1 Composicion del Biladyl
El diluyente Biladyl contiene: Tris, acido citrico, azlcar, tampones, glicerina, agua purisima y
antibioticos, de acuerdo con la Directiva 88/407 de la UE (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina,

Lincomicina) (Minitube Group).
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Imagen 24. Presentacion del diluyente Biladyl fraccion A 49g, Fraccion B 250g (Minitube Group).

5.10 Uso del colesterol

Se sabe que el colesterol estabiliza las membranas y disminuye la temperatura a la cual se produce el
cambio de fase de los lipidos de fase liquida a gel; por otra parte, los dafios causados en las membranas
son muy similares al estadio de la refrigeracion Observandose, asi mismo, que en el momento en que el
espermatozoide empieza su proceso de longevidad esta se ve disminuida por ende se aumenta la

longevidad de los espermatozoides (Agossou Dehouegnon & Koluman, 2018).
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5.11 Métodos de congelacion del semen.

El congelamiento se puede realizar en pajuelas (vapores de nitrdgeno) o pastillas (goteo, sobre un
bloque de hielo seco) para posteriormente conservarlas en nitrogeno liquido. Esta tltima técnica es
rapida, sencilla y se obtiene una mayor tasa de motilidad seminal post-descongelamiento, més no

presenta una tasa significativamente alta en la fertilidad de estos (Gibbons, 2002).

Durante la crioconservacion, la membrana espermatica sufre una serie de cambios en la fluidez debido
a cambios en la temperatura. La evidencia demostrd los efectos perjudiciales de la criopreservacion
sobre la motilidad de los espermatozoides, la integridad de la membrana, la funciéon del ADN y la
funcién mitocondrial segun el estudio realizado por (Kiigiik, y otros, 2014).. “Los espermatozoides no
parecen estar bien adaptados al enfriamiento a largo plazo a bajas temperaturas. Se observa una
reduccion de su viabilidad posterior al descongelamiento y, en consecuencia, una baja tasa de

fertilidad” (Agossou Dehouegnon & Koluman, 2018, pag. 3)

El enfriamiento (de 37°C a 4°C en 90 min) de esperma diluido (37°C) seguido de congelacion y
descongelacion causa dafios considerables, después post-descongelacion, a la motilidad (89.8 + 1.26%
vs 42.3 + 7.5%), incluyendo dafios a la integridad de la membrana plasmatica (Agossou Dehouegnon &
Koluman, 2018). Segun el estudio realizado por (Kii¢iik, y otros, 2014). “El enfriamiento de los
espermatozoides de 37°C a 4°C tiene un efecto negativo sobre la motilidad. Sin embargo, el equilibrio
de los espermatozoides a 4°C durante dos horas parece tener muy poco efecto sobre las caracteristicas
del semen. La congelacion y la descongelacion causan dafios considerables a la motilidad, la integridad
de la membrana plasmatica, el acrosoma, la relacion entre los espermas vivos-muertos y la morfologia
de los espermatozoides. Los estudios adicionales deberian centrarse en determinar los cambios
ultrabioquimicos en diferentes etapas de la crioconservacion para mejorar la comprension de sus

efectos mas detallados sobre el esperma” (Agossou Dehouegnon & Koluman, 2018, pag. 3).
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Aunque, generalmente se tiene una tasa media de mortalidad espermatica, un total del 50% de los
espermatozoides no sobreviven al proceso de crioconservacion sufriendo tanto dafios a nivel
bioquimico (ralentizaciéon metabolica) como dafos estructurales (cambios en la estructura de las

bicapas lipidicas de las membranas) (Almenar, 2007).

5.11.1 Empacado de semen en pajillas

Es el mas usado por su practicidad. Seguin su capacidad, hay pajillas de 0,25 ml y de 0,50 ml; siendo las
mas usada en caprinos la de 0,25 ml. Las pajillas deben ser identificadas con tinta indeleble, resistente a
bajas temperaturas, sefialando el laboratorio, la especie e identidad del animal, raza, fecha de envasado
de la pajilla y las iniciales de la unidad de produccién (Luzardo 2010). Con el semen previamente
diluido se llenan las pajillas y se procede a sellar con alcohol polivinilico o con ultrasonido dejando un

pequefio espacio de aire para evitar rompimiento al congelarse.

Sarna et al (2015) cita “Por el contrario, (Joshi et al, 2008) encontré espermatozoides de carnero
congelados-descongelados, significativamente més altos, con acrosoma intacto en muestras procesadas
por una velocidad de enfriamiento controlada, mas lenta, en comparaciéon con el enfriamiento no
controlado antes del congelamiento programable de semen en pajuelas; y opind que, esto podria
35

atribuirse a estructuras estructurales menores dafio debido a una velocidad de enfriamiento mas lenta

(Sarma, y otros, 2015, pag. 68) .

5.11.2 Método de pellets
También conocido como método de pastilla. Para este método se requiere un bloque de hielo seco

agujereado para formar pellets; estos agujeros son llenados por goteo, para ello se utiliza una pipeta

3 Traduccién propia.
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fria. El semen permanecera en el bloque de hielo de dos a tres minutos, después serd sumergido en
nitrogeno liquido; posteriormente se colocan en globets identificados y se almacenan en termos de

nitrogeno liquido (Luzardo, 2010).

Imagen 25. Semen congelado por el método de pellets (Garet Evans, 1990).

5.11.3 METODO DE ULTRACONGELADORES DE -152°C

Es una de las técnicas utilizadas por excelencia para la conservacion del semen caprino. Estudios
preliminares determinaron que, el uso de ultracongeladores de -152°C (UF), se presenta como un
método completamente valido y fehaciente en la criopreservacion de semen caprino (Garcia, 2011).
Obteniendo resultados in vitro similares a los resultados previamente obtenidos en muestras congeladas

usando nitrégeno liquido (Garcia, 2011).

El uso de este procedimiento de congelacion presenta varias ventajas frente al nitrégeno liquido. La

ultracongelacion de -152°C, es un método que simplifica enormemente; dado que, solo se requiere que
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se disminuya la temperatura de la dilucion del semen a 4°C, temperatura en la cual se introducen las
pajuelas en el ultracongelador. Otra ventaja que se presenta, frente al nitrégeno liquido, es que este
aparato funciona exclusivamente con energia eléctrica y no requiere de un mantenimiento tan seguido

como los que requieren los criocontenedores de nitrogeno liquido (Garcia, 2011).

Pero, como cualquier otro método este presenta unas desventajas: la principal es el costo de los
equipos, dado que la maquina tiene un costo bastante elevado por lo que su uso en campo no es
factible. Aunque se presenta como un método infalible, para la criopreservacion, este método solo se
reserva para los centros de investigacion (Garcia, 2011). Un estudio realizado por Martinez et al,
(2007), demostré que la época del afio no es un factor para tomar en cuenta a la hora de realizar la
crioconservacion del semen. El estudio realizado en caprinos de raza Boer demostrd que se pueden
colectar en cualquier periodo del afo; siempre y cuando se mantenga un estricto régimen de colecta de

2-3 veces por semana, manteniendo una correcta alimentacion.

5.11 Métodos de descongelacion

Generalmente las pajillas se descongelan al bafio maria, colocando especial atencion a la temperatura y
tiempo de permanencia durante el proceso. Hernandez (2014) habla de colocar las pajillas a bafio maria
a 37°C durante 5 minutos. Luzardo (2010) menciona menores tiempos de permanencia en el bafio
maria, 37 a 39°C durante 15-30 segundos y de 30 a 35°C por 30 segundos, con el criterio de, cuanto
mas rapida sea la descongelacion, mas sincronizada es la descongelacion del medio extracelular con la

del medio intracelular.

Las temperaturas y velocidades de descongelamiento son criticas para la fertilidad del semen,
mencionandose como norma general que mientras mas rapido se congele y descongele el semen se
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obtendra una mayor recuperacion espermatica (Valencia Méndez, Gonzalez Herrera, Gonzalez Garcia,
& Trejo Gonzalez, 1994). Segiin Vazquez et al (1998), “se recomienda descongelar las pajillas en
forma rapida en bafio maria, a una temperatura de 60°C durante 6 segundos y dejarlas a temperatura
ambiente; con el fin de que adquieran los ultimos grados de recuperacion” (Luzardo Nava, 2010, pag.

27).

A la hora de evaluar el semen descongelado, el factor mas importante a tomar en cuenta es el estudio de
la motilidad, seguido por el porcentaje de acrosomias, la resistencia osmotica, el porcentaje de
espermatozoides vivos, anormalidades espermaticas, actividad enzimadtica intracelular o extracelular y

finalmente otros factores como la aglutinacion o penetracion de ovocitos (Nifio, 2013).

5.11.1 Descongelacion del semen en pellets

Se descongela en tubos, previamente secados con sumo cuidado, colocando de 2 a 4 pellets por tubo de
acuerdo con el tamafo; manteniéndolos en bafio maria con una temperatura de 37°C, agitando
suavemente los tubos para una descongelacion uniforme. Este método, usado en la descongelacion de
semen caprino, debe utilizarse rapidamente, ya que tiene menor resistencia que al descongelar el semen

empajillado (Luzardo, 2010).
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Imagen 26. Descongelacion de pellets en bafio maria a 37°C (Garet Evans, 1990).

Segun Pariacote (2006), “la viabilidad de las dosis descongeladas ya sea que estén en pajillas o en
pellets serd el resultado de los diferentes procesos de dilucion, refrigeracion, congelacion y
descongelacion; en cuyo caso el producto final se observaran los dafos que sufren los espermatozoides
en cuanto a los aspectos de motilidad, viabilidad en el acrosoma, permeabilidad en la membrana,
morfoanomalias y por consiguiente de la fertilidad del semen. Generalmente los aspectos a considerar
en cuanto a la calidad seminal post-descongelacion en el semen caprino son la motilidad y la

viabilidad” (Luzardo Nava, 2010, pag. 18).

Segun el estudio realizado por Kozdrowski: “de acuerdo con Ritar et al. (1990) las propiedades de
congelacion / descongelacion del semen de cabra se ven afectadas, entre otras cosas, por la temperatura
a la que las pajillas se llenan de semen, el grado de dilucioén, los métodos de enfriamiento y
congelacion, y la forma de almacenamiento del semen. Sefalan el hecho de que el semen de cabra se

congela mejor en granulos que en pajuelas®’ (Kozdrowski, Dubiel, Bielas, & Dzieciol, 2007, pag. 603).

* Traduccién propia
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La vitalidad espermética depende de numerosos factores como lo son: el método de congelacion, la
composicion de los diluyentes, dilucion, tiempos de congelacion y método de descongelacion. Esto
puede ser atribuido al estrés oxidativo por la produccion de radicales libres; lo cual se incrementa con
la presencia mayor de espermatozoides muertos en el semen, los cuales liberan radicales libres que
afectan la membrana de los espermatozoides (Hernidndez-Corredor, Quintero-Moreno, Camargo-
Rodriguez, & Rojas-Lopez, 2017). El porcentaje promedio de motilidad post-descongelacion en este
estudio fue del 37.4%, sin embargo, estudios como el de Sandoval (Sandoval M, y otros, 2007) y Brito
et al (2004), produjeron como resultados 69.2% y 40.2% respectivamente. Teniendo en cuenta que la
motilidad posterior a la descongelacion puede verse afectada por el método de congelacion, el presente
estudio se realizd con nitrégeno liquido, mientras que en Brito et al (2004) el estudio, fue realizado

mediante congelacion por hielo seco (Hernandez, y otros, 2012).

5.11.2 Posibles dafios del semen después del descongelamiento

La reduccion de la fertilidad, asociada con la inseminacion artificial con semen congelado, se atribuye
a la aparicion de dafios en los espermatozoides durante la congelacion y descongelacion; causando
cambios ultraestructurales, bioquimicos y funcionales que reducen la viabilidad de los espermatozoides
(Trindade et al, 2011). Tras descongelar el semen, la calidad del movimiento espermdtico se ve
bastante deteriorada. En el caso del semen caprino, la calidad del semen descongelado suele quedar
muy reducida comparada con el mismo semen en fresco; con valores registrados entre el 20-30% al 60-

70%, siendo el estandar entre un 30% y un 60% (Gonzélez Nifio, 2013)

El descongelamiento del semen, al igual que el congelamiento, son procesos delicados y de sumo
cuidado; ya que, como se ha mencionado, los diluyentes normalmente usados son toxicos para los
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espermatozoides. Al descongelar el semen se disminuye la motilidad progresiva y se incrementa el
dafio acrosomal de los espermatozoides (Gallego, 2010). Las temperaturas y velocidades de
congelamiento y descongelamiento son bastante criticas para la fertilidad y calidad del semen; se hace
mencién como una norma general que, a mayor velocidad de congelamiento y descongelamiento, el
semen obtendra mayor recuperacion y mejor rendimiento espermatica (Gallego, 2010). Uno de los
grandes problemas sobre el descongelamiento de semen es que hay informes sobre el congelamiento,

mas no hay informes de descongelacion rapida como en otras especies.

Cuando el semen es sometido a un proceso de congelacidon se presenta un abatimiento de la calidad
espermatica, la cual se manifiesta principalmente en una disminucion de la motilidad progresiva
(Gallego, 2010). Este tipo de comportamiento es atribuido a una alteraciéon de los componentes
celulares en relacion con un trastorno en el intercambio idnico; en el cual se involucra al potasio y

posiblemente a los fosfatos, los cuales estan presentes en los diluyentes.

A pesar de que no existe un pardmetro que permita evaluar la capacidad fertilizante del semen, la
motilidad progresiva y el dafio acrosomal son considerados como los mejores indicadores para evaluar
el semen caprino post-descongelado (Gallego, 2010). Las diferentes presentaciones de pajillas, de
0.25ml y 0.5ml, implican cambios en el volumen y superficie de la pajilla, en la concentracion
espermatica/volumen, en el grado de dilucion y tomando en cuenta el ritmo de congelacion (Gallego,

2010).

Junto con la motilidad progresiva, las pruebas de andrologia rutinarias para el semen fresco deben
incluir el examen de la morfologia de la membrana acrosomal; ya que, durante el proceso de
congelamiento y descongelamiento, la membrana se puede hinchar o incluso se puede romper lo que

ocasiona disminucidn en la capacidad fecundante del espermatozoide.
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El dafio acrosomal suele ser independiente de la motilidad progresiva, lo que significa que los
espermatozoides, aunque tengan buena motilidad progresiva, son incapaces de fecundar; por posibles
dano o alteraciones del acrosoma (Gallego, 2010). Por lo tanto, durante las manipulaciones de esperma
de laboratorio, especialmente en ausencia de plasma seminal, los antioxidantes celulares son
importantes para preservar la motilidad de los espermatozoides y la capacidad de observar y registrar la

reaccion del acrosoma (Trindade et al, 2011).

La calidad del semen congelado tiene una disminucidn, con respecto al semen fresco o refrigerado, en
parte porque, en general, un 50% de los espermatozoides no sobreviven al proceso de crioconservacion;
principalmente por que, durante el proceso de congelacién, los espermatozoides van a sufrir dafios
tanto a nivel bioquimico (ralentizacién metabolica) como a nivel estructural (cambios en las estructuras

de las bicapas lipidicas de las membranas plasmaticas y organulos) (Nifio, 2007).

Un estudio realizado por Sarma et al (2015) habla sobre los riesgos de la criopreservacion del semen de
cabra, que podrian reducirse optimizando las tasas de congelacién y podrian mejorar la viabilidad y la
fertilidad del semen congelado-descongelado. Teniendo en cuenta los hechos anteriores, el presente
estudio fue planeado para descubrir el efecto de diferentes tasas de congelacion en la calidad del semen

de cabra Beetal criopreservado.

5.11.3 Examen del semen post-descongelamiento

La estimacion de la calidad del semen descongelado es de suma importancia, procediendo a realizar la
evaluacion de dos pajillas o dos pellets por tanda. Es importante realizar varias observaciones de la
misma pajilla o pellet.
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Posterior a su descongelamiento se procede a realizar el examen microscopico de una gota de semen
sobre una lamina portaobjetos templado (100x) sobre una platina térmica. Observandose la motilidad

masal al momento de la descongelacion , repitiendo la observacion 1 o 2 veces (Cueto et al, 2016).

Luego se procederd a realizar la evaluacion de la motilidad individual progresiva, estimdndose como la
velocidad de desplazamiento hacia adelante por parte del espermatozoide, en una escala subjetiva entre
0y 5 (0—-minimo, 5 - maximo) tomando en cuenta las siguientes apreciaciones:

e 0 - los espermatozoides no se mueven.

e 1 -los espermatozoides se mueven en el lugar, giran sobre si mismos.

e 2 -los espermatozoides se trasladan brevemente pero quedan relegados.

e 2.5 -los espermatozoides se trasladan, se puede seguir su trayectoria con la vista.

e 3 -los espermatozoides se desplazan, es dificil seguirlos con la vista.

e 4 -los espermatozoides se desplazan a gran velocidad, apenas se logran apreciar.

e 5 -los espermatozoides se desplazan tan velozmente que no se logran distinguir.

Para la aceptacion de una tanda de pajillas o pellets, debe poseer (luego de 4 a 5 minutos de incubacion
a 36°C en bafio maria) (Cueto et al, 2016). :

e Motilidad masal al descongelamiento.

e Un porcentaje de espermatozoides igual o superior al 30%.

e Motilidad individual progresiva igual o superior a 2.5

Un estudio realizado por Fhulufthelo et al (2011) citan “la extraccion de plasma seminal y la

congelacion del semen resultaron significativamente mas bajo, junto con un pH &cido, motilidad
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progresiva y no progresiva mas baja. Estos eventualmente aumentaron los espermatozoides inmoviles.
En la muestra de semen congelado-descongelado, el porcentaje de espermatozoides inméviles fue
mayor para la muestra de semen lavada que para la no lavada. Sin embargo, tanto las muestras de
semen lavadas como las no lavadas aun tenian un mayor porcentaje de espermatozoides

inmoviles”(Ramukhithi et al, 2011, pag 17899).

CAPITULO 6

TASA DE EFECTIVIDAD DE LOS DIFERENTES MEDIOS DE CRIOPRESERVACION
Luego de haber mencionado los diferentes métodos de criopreservacion, a continuacion se hablara de

su tasa de efectividad medida en indicadores de porcentajes.

Segiin Vallecillo et al. (2004), se evalu6 la motilidad individual post-descongelacion de
espermatozoides criopreservados en el diluyente Triladyl con una adicion de 20% de yema de huevo y
centrifugado a 500g por 6 minutos obteniendo un valor de 60,5% de motilidad individual. Sin embargo,
Dubeide et al. (2004), utiliz6 citrato de sodio mas yema de huevo y otro diluyente de leche descremada
mas yema de huevo; presentando valores de motilidad individual post-descongelacion, a las 5 horas,
fueron de 0,19% y 0% respectivamente, lo que indica que posiblemente el diluyente con adicion de

yema de huevo afect6 a los espermatozoides post-descongelacion (Nivia et al, 2013).

No obstante, obtuvieron resultados variados en su estudio, al comparar dos medios diluyentes, como el
Two Step y el Andromed, con semen completo y semen al cual se centrifugd y se extrajo el
sobrenadante (sin plasma seminal) y presentd en su motilidad progresiva un 30,4% (Centrifugado de

Andromed); seguido por el sobrenadante en Two Step, con un 29,4% de motilidad progresiva, y un
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tratamiento que, constaba de semen completo en medio comercial Two Step, tuvo la menor motilidad
progresiva con un 25,9%. Pudiendo demostrar al final de este estudio que el centrifugado seminal, es
una de las mejores alternativas para la congelacion de este, debido a que no se tiene presencia de
plasma seminal, que contiene la fosfolipasa A, las cuales puedan intervenir con la proteina de la yema

de huevo, lo que garantiza una reduccion considerable en la muerte de espermatozoides.

Fhulufhelo et al (2011) encontraron que al realizar la extraccion de plasma seminal con una solucion
fisiologica parece disminuir el porcentaje de espermatozoides moviles. Resultados similares fueron
registrados por Azeredo et al. (2001), quienes informaron que las partes que contenian plasma seminal

tenian una mas alta motilidad de los espermatozoides que el semen sin plasma seminal.

Luzardo (2010), dice que la motilidad individual al ser uno de los parametros mas tomados en cuenta,
para determinar la calidad espermadtica del semen en estudio post-descongelacion, que los resultados
pueden variar dependiendo la composicion de los diluyentes utilizados. En su estudio muestra que los
diluyentes utilizados tienen una formulacion parecida, por lo que la motilidad individual post-
congelacion puede ser similar; con una motilidad del 38,67% para el diluyente en base Tris con adicion

de yema de huevo y de un 35,33% para el diluyente Triladyl.

Por su parte Nifio (2007), menciona que los porcentajes de motilidad media estdn en un rango de entre
76% y 86%, a su vez que la viabilidad espermatica tuvo un rango mayor de entre un 61% y 86% en
semen congelado con nitrogeno liquido utilizando ultracongeladores a -152°C; la viabilidad
espermatica estuvo en rangos de entre 23,3% y 56,8%. Del Pino (2001) y Mellado (1999) utilizaron
volimenes iguales de semen, y a una misma concentracion, reportando resultados entre 50% y 95% de

efectividad en la gestacion de las cabras. En el articulo de Batista, utilizando el método de pellets, se
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encontrd una efectividad en la concepcion de hasta 99,12%; haciendo este método uno de los que

mayor tasa de fecundidad puede alcanzar (Batista, Ceiro, Grimon, Brea, & Neira, 2006)

En varios protocolos de crioconservacion de semen de ganado caprino se suele utilizar como
crioprotector no permeable la inclusion de yema de huevo en un 20%; el glicerol es el crioprotector
permeable por excelencia, utilizados en los protocolos de conservacion de semen y siendo usados en
una concentracion de entre 4% y 7% (Almenar, 2007).

Citado de Salvo Gomes et al (1990) afirman que, aun considerando las variabilidades de los protocolos
de crioconservacion, resulta claro que la mayoria considera conveniente la adicion del crioprotector en
diferentes fracciones; tomando en cuenta que la fraccion ideal de adicion se encuentra en un 12% de

concentracion de glicerol y es la concentracion optima (de la Vega, 2000).

Con semen criopreservado se lograron resultados alentadores, mostrando porcentajes altos de prefiez
del 68%; Gonzales Stagnaro (1975) y Karatzas. (1997) informaron de tasas de prefiez de 53% con
semen recolectado y crioconservado en épocas no reproductivas frente a un 65% con respecto al semen

fresco (De la Vega, 2000).

En un estudio realizado por Martinez et al. (2011), encontraron una alta tasa de fertilidad en el semen
fresco (82,5%), de cabras criollas, en comparacion al semen refrigerado (67,5%), pero, no encontraron
diferencias significativas en la prolificidad del semen caprino; se exponen los resultados de dicho
estudio en la Tabla 6, en donde se muestra que la fertilidad alcanzada por el semen refrigerado fue

menor a la obtenida por monta natural.
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Tipo de servicio N Tasa de fertilidad indices de prolificidad

Inseminacion 40 67,5% 4 1.18+0.39,

Monta Natural 41 82,5% 1.20+£0.41,

Tabla 6. Tasa de fertilidad e indices de prolificidad en cabras criollas inseminadas con semen refrigerado o por monta
natural, 24 horas después de presentar celo.
Fuente: Martinez et al.2011.

El estudio realizado por (Kiigiik, y otros, 2014). mostré que los espermatozoides con acrosomas
normales fueron 87.7 + 1.3% en semen fresco. El porcentaje de esperma con acrosomas normales no
difirio6 significativamente como resultado de la dilucion, enfriamiento o equilibrio (85.8 = 5.4%, 83.2 +
4.8%, 81.7 + 5.4 respectivamente), pero, disminuyd significativamente (p <0.05) después de congelar y
descongelar (45.2 + 8.4%). A la par, en el mismo estudio, se evidencié que el porcentaje entre
espermatozoides vivos y muertos en semen fresco tenia 92,6 + 0,68% de espermatozoides vivos. El
porcentaje medio de esperma vivo después de la dilucion (89,3 + 4,2) difirié significativamente (p
<0,05) de aquel después del enfriamiento (84,8 £ 5,4) y el equilibrio (80,2 + 7.5). Sin embargo,

disminuy6 ain mas (p <0.05) después de congelar y descongelar (56.0 + 10.5).

Palomino et al (2001) al evaluar dilutores, a base de citrato-yema y leche descremada-yema,
encontraron que el mejor resultado fue el diluyente a base de citrato yema, sometido a 4°C, en
comparacion del diluyente a base de leche descremada-yema; siendo el citrato yema el que mejor
mantuvo la motilidad progresiva de los espermatozoides a las 96 horas post-dilucion. La congelacion
del semen a 4°C arrojo resultados mas constantes y favorables que el mismo semen mantenido a
temperatura ambiente. Wahjuningsih et al (2012) encontraron que la motilidad de los espermatozoides
disminuye con el aumento de la concentracion y la duraciéon del almacenamiento en 5°C. La

concentracion de esperma de 40x10° / ml de semen y la duracién del almacenamiento de 26 horas en
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5°C, mostraron la motilidad individual mas alta de los espermatozoides. Sin embargo, en todos los
niveles de concentracion de espermatozoides, y el tiempo de almacenamiento a 36 horas a una

temperatura de 5°C, todavia se pueden usar para la IA.

Por otra parte, los autores Olurode y Ajala (2016) demostraron en su estudio que en el semen extendido
con leche de cabra, cuando se almacena a 5°C (refrigerador), la motilidad de los espermatozoides se
puede mantener hasta por un periodo de 96 horas (4 dias) después de la eyaculacion. “Sin embargo,
para una buena tasa de concepcion, el semen debe usarse dentro de 2-3 dias ,de acuerdo con Peterson et
al. (2007); quienes informaron que la motilidad de los espermatozoides disminuye progresivamente en
el semen a medida que pasa el tiempo, ya sea que el semen se almacene a 4 o 18 ° C*” (Olurode &

Ajala, 2016, pag. 5).

En conclusion, el resultado de este estudio sugirié que la leche de cabra hervida puede apoyar de
manera comparable la supervivencia de los espermatozoides caprinos. El semen liquido almacenado, en
el extensor de citrato de leche de cabra en condiciones de refrigerador, mantuvo la mayor viabilidad de
los espermatozoides en comparacién con otras condiciones de almacenamiento. Ademads, el semen
extendido en citrato de leche de cabra puede almacenarse convenientemente durante un periodo de
hasta dos dias a temperatura ambiente, lo que hace que este medio sea adecuado para condiciones de

campo.

Olurode y Ajala (2016) recomiendan “que para una mejor IA y ensayos de fertilidad, se pueda usar un
extensor con un punto de concentracién de 10-20% de leche de cabra (calentada), 70-80% de citrato de
sodio y aproximadamente 10% de yema de huevo, y se debe inseminar el semen almacenado, dentro de

2-3 dias”.

3 Traduccion propia
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En un estudio realizado por (Salamon & Maxwell, 2000) aunque una proporcion relativamente alta, 40-
60% de los espermatozoides de macho caprino preservan su motilidad después de congelar-
descongelar, solo alrededor del 20-30% permanecen bioloégicamente intactos. Un espermatozoide
puede ser mévil, pero danado, en cuyo caso es dudoso que dicha célula fertilice el 6vulo. La movilidad
y la estructura de los espermatozoides se ven afectadas en diferentes grados, y no se sabe si los cambios
ocurren simultdneamente o si son causados en diferentes etapas del procedimiento de congelacion-

descongelacion.

El dafio criogénico basico a los espermatozoides puede ser ultraestructural, fisico, bioquimico o
funcional, pudiéndose ver el dafio que se produce en las membranas del acrosoma, la vaina
mitocondrial entre otros dafios visibles al momento del estudio post-descongelacion, Después de los
procesos de congelacion lenta y congelacion rapida del semen de caprino, la motilidad se conserva
mejor que la integridad morfologica de los espermatozoides. Las membranas plasmaticas y
acrosOmicas son mas sensibles que el nicleo y la parte media locomotora de los espermatozoides, la

membrana externa del acrosoma (Salamon & Maxwell, 2000).

Seglin la informacion presentada en el documento y con base en los porcentajes mostrados en cada uno
de los diferentes protocolos de crioconservacion de semen, se toma la imagen 27 como un comparativo
entre dos diluyentes a base de leche descremada y citrato de sodio, cuyo agente proteico en comun es la

yema de huevo.
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COMPARACION ENTRE DOS DILUYENTES LD Y
CS

82.50%

67.50%

INSEMINACION MONTA NATURAL

Imagen 27. Comparacion y efectividad entre dos diluyentes LD (Leche descremada) y CS (Citrato de sodio).

En la imagen 28 se podrd apreciar el efecto entre dos diluyentes como lo son el Triladyl y el
Andromed; en el caso del diluyente Andromed se tiene en cuenta que este previamente sufri6 de un

proceso de centrifugacion.

COMPARACION ENTRE DOS DILUYENTES COMERCIALES

ANDROMED

TRILADYL

Imagen 28. Comparacion entre dos diluyentes comerciales Triladyl y Andromed.
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En un estudio realizado por Martinez et al (2011) se muestra una diferencia significativa, en la tasa de

fertilidad, realizando una comparacion entre el semen fresco y el semen refrigerado.

TASA DE FERTILIDAD UTILIZANDO SEMEN FRESCO VS SEMEN
REFRIGERADO

M Inseminacion

B Monta Natural

Imagen 29. Tasa de fertilidad entre semen fresco y semen refrigerado (Martinez et al, 2011).
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CONCLUSIONES
Los métodos de criopreservacion seminal en caprinos han sido importantes para el avance del
mejoramiento genético en las diferentes producciones. Sin embargo, han existido factores que
dificultan los procedimientos, como son los costos y la complejidad a nivel enzimatico del
semen caprino.
Siendo una biotecnologia mas aplicada a otros especimenes, como bovinos, la informaciéon que
se tiene es poca y enfocada a paises en donde la produccion del caprino se realiza a nivel
intensivo.
La criopreservacion seminal ha tenido mejores resultados en porcentajes de motilidad
progresiva del semen al incluir en el diluyente productos libres de proteinas de origen animal,
evitando de este modo la interaccidon negativa entre el plasma seminal y la yema de huevo.
Se logr6é evidenciar que la mejor forma de criopreservar el semen es incluyendo un bajo
porcentaje de yema de huevo en el diluyente al semen previamente diluido para separar el
plasma de los espermatozoides.
En Colombia hay escasez de informacion que permita dar a conocer los diferentes protocolos de
crioconservacion del semen del caprino, dado que los estudios realizados en el pais son mas
enfocados a la parte académica que a la productiva.
Dados los diferentes porcentajes de los diversos estudios, se puede decir que para lograr
mayores tasas de concepcion se debe inseminar a hembras con semen refrigerado o congelado

en pellets.
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RECOMENDACIONES
Debe tenerse en cuenta al momento de centrifugar el semen el tiempo y la velocidad, para asi
evitar la alta mortalidad de los espermatozoides.
Deben evaluarse las condiciones reproductivas, alimenticias, corporales y medio ambientales
para obtener buenos reproductores y por lo tanto obtener eyaculados de excelente calidad.
Se debe tomar en consideracion el hecho de hacer una sustitucion parcial de la yema de huevo
como crioprotector externo, utilizdndose otras fuentes de proteina de origen animal o en su
defecto proteina de origen vegetal.
Hoy en dia la produccién caprina ha comenzado a tomar fuerza en Colombia, debido a sus
excelentes caracteristicas productivas y su facilidad de manejo. Por ello, es importante realizar
mas estudios acerca de la biotecnologia en criopreservacion de semen caprino, ya que no existe

mucha informacién acerca del tema en el pais.
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ANEXOS

Tabla 7. Parametros de progresividad y concentracion para las muestras seminales post-

congelacion de semen caprino

T3 T4
. T1 T2
Parametros TwoSten® Andromed® Sobrenadante de Concentrado en
P TwoStep® Andromed®
Progresividad c " q
N 747 (74,1) 819° (71,5 %) 3814(70,6 %) 14012(69,6 %)
. No. spz (%)
Espermatozoides
Estaticos (%) c )
oncentracion . a a b
(millones de Spz/ml) 222 41,9 20,3 359
) Progresividad 172¢ (17,1 %) 294° (25,7 %) 1404 (25,9 %) 366 °(18,2%)
Espermatozoides
no Progresivos
(o) Concentracion d b
(millones de Spz/ml) 31 151 7.5 94
Progresividad 89°(8,8 %) 32¢(2,8 %) 194(3,5 %) 245*(12,2 %)
Espermatozoides
Progresivos (%) c .
oncentracion " Y . .
(millones de Spz/ml) 2.6 1.6 L0 126
Concentracion
Total (millones de Spz/ml) 30,0 58,6 28,8 51,6

Letras iguales no presentan diferencias significativas (P>0,05)

Fuente: (Hernandez et al, 2013).
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Tabla 8. Parametros (ALH y BCF) de Motilidad para las muestras seminales post-congelacion de semen caprino

T1 ™ T3 T4
Parametros TwoSten® Andromed® Sobrenadante de Concentrado en
wostep TwoStep® Andromed®
ALH (um/s) 2,20 1,8¢ 1,7¢ 2,70
Espermatozoides
Progresivos
BCF (Hz) 6,3 4,9 5,5¢ 10,2*
ALH (um/s) 1,8 1,8 1,4° 1,9°
Espermatozoides
Progresivos Medios
BCF (Hz) 4.8 4,5 1,7¢ 3,6°
ALH (um/s) 2,8 1,9 1,8° 2,9
Espermatozoides
Progresivos Réapidos
BCF (Hz) 8,3° 5,24 6,9 12,3°

ALH: Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide, BCF:

batida, Letras iguales no presentan diferencias significativas (P>0,05)

Fuente: (Hernandez et al, 2013).
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Tabla 9. Parametros de motilidad para las muestras seminales post-congelacion de semen caprino

T1 T2 T3 T4
Parametros TwoSten® Andromed® Sobrenadante de Concentrado en
P TwoStep® Andromed®
VCL um/s 39,1° 20,3¢ 21,9¢ 46,1
VSL pm/s 24,12 9,44 15,6¢ 21,7°
a d c b
Espermatozoides VAP um/s 30,5 13,8 18,1 27,5
Méviles LIN (%) 61,6" 46,34 71,30 47,0¢
STR (%) 79,0P 68,4¢ 86,22 78,70
WOB (%) 77,9° 67,7¢ 82,72 59,74
VCL um/s 15,2¢ 15,8 13,44 16,52
VSL um/s 6,2¢ 7,52 7,7? 7,1b
c a 9 b
Espermatozoides VAP pum/s 9,9b 10,8 9,8 10,0
Lentos LIN (%) 40,44 47,60 57,80 43,0¢
STR (%) 62,44 69,4¢ 79,02 70,90
WOB (%) 64,8¢ 68,7° 73,28 60,74
VCL um/s 34,5b 33,0¢ 23,04 35,28
VSL um/s 16,72 14,5b 12,04 12,5¢
a b d c
Espermatozoides VAP um/s 24,2 21,8 16,3 19.1
Medios LIN (%) 48,30 43.9¢ 52,12 35,6¢
STR (%) 68,8° 66,4°¢ 73,5% 65,64
WOB (%) 70,3b 66,1°¢ 70,92 54,3¢
VCL um/s 103,72 39,54 92,1b 79,6°
VSL pm/s 79,32 15,34 76,8° 40,4¢
a d b c
Espermatozoides VAP um/s 89,8 22,4 84,0 48,4
Répidos LIN (%) 76,5" 38,8 83,42 50,8¢
STR (%) 88,3b 68,54 91,52 83,5¢
WOB (%) 86,6° 56,74 91,12 60,8¢

VCL: Velocidad curvilinea; VSL: Velocidad rectilinea; VAP: Velocidad promedio; LIN: [ndice de

linealidad; STR: Indice de rectitud; WOB: Indice de oscilacién, Letras iguales no presentan diferencias
significativas (P>0,05)

Fuente: (Hernandez et al, 2013).
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Tabla 10. Interaccion entre el método de obtencion seminal y los diluyentes para la caracteristica general de vitalidad y motilidad de las muestras seminales

criopreservadas de caprinos

Parametro (%) /M = EE
Método de extraccién .
. Diluyente
Seminal
Vitalidad Motilidad Progresiva No progresiva Estaticos
AndroMed® 61,83+9,032 33,06+9,01° 11,66 £4,2, 21,43+49, 66,91 + 9,
Triladyl® 64,33£6,74* 36,52+8,95* 12,41 +48, 24,11+ 4,7 63,46 + 8,9,
Electroeyaculador
Ovixcell® 45,501|E15,04b 19,60+5,59b 5,62+2,1y 14+ 3,5, 80,40 + 5,5,
Total 59,57+5,265 31,865,245 10,74 + 2,65 21,13 +2,85 68,12 + 5,24
AndroMed® 66,87+4,11° 36,58+5,37° 11,42 £2.3 25,30 + 3,44 63,03 +5,3;
Triladyl® 80,08+4,25* 63,67+8,71* 23,80+4,7, 39,86 + 4,5, 36,33+ 8,7,
Vagina artificial
Ovixcell® 66,83+11,64° 48,55+15,5520 15,96 + 6,34 32,56 + 9,7 51,46 £ 15,5
Total 72,96+3,624 51,8545,884 18,13 £2,84 33,70 + 3,3 48,04 + 5,874

Fuente: (Hernandez et al, 2014).

(a, b; A, B): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla 11. Interaccion entre el método de obtencion seminal y los diluyentes para la caracteristica general de indices de velocidad de las muestras seminales

criopreservadas de caprinos.

Parametro (%) / M = EE

Método de
extraccion Diluyente
Seminal VCL VSL VAP LIN STR wOoB ALH BCF
pum/s um/s um/s % % % pum/s Hz
AndroMed® 76,2+t44, 38,355, 51,3+5,1, 49,6 £6 4 7285, 66,8+4,7, 3,08+0,2, 8,08+1,3,
Triladyl® 72+9,6, 29,6 +4,7 5 441+6,6 5 40,1+£2,9, 658+29, 60,2+24, 2,54+£0,2 4 5,83+1,05,
Electroeyaculador
Ovixcell® 72,151, 46,7+12,4 , 53911, 62,3+ 14, 80,7+ 10, 728+ 11, 1,95+ 0,05, 597 +1,7,
Total 73,39 A 36,01 A 48,49 A 47,82 A 71 ,20 A 66,2 A 2,55 6,5 A
AndroMed® 793+7,2, 425+3,92, 549+56, 544+41, 779+3,6, 69,2+28, 2,96+0,2, 8,98+0,8,
Triladyl® 87,2+33, 396+282, 559+3,3, 45+21 5 70,4+16, 6362, 3.37+0,1, 85+05,
Vagina artificial
Ovixcell® 61,7+75, 31,7+£547, 425+6, 489+7,1 4 70,7+7,9, 67,3+£3,64 2,46 £ 0,1 5 6,45+ 1,2 o
Total 78,93 A 38,7 A 52,56 A 48,81 A 72,8 A 66,96 A 3,03, 8,18.

Fuente: (Hernandez et al, 2014).

(a, b; A, B): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla 12. Porcentaje de motilidad progresiva (media + error estindar) de espermatozoides ovinos luego del proceso de congelacion-descongelacion empleando

dos fuentes energéticas y dos crioprotectores

Fuente energética
Crioprotector
Fructosa Glucosa Promedio
Glicerol 68319 62.6 2.4 655+ 1.7
Etilenglicol 50.3+29 47.7+£2.4 49.0£1.97
Promedio 59.3+3.12 55.1+2.8°

a,b Superindices diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica (p<0.05)

¥>Z Superindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.001)

Fuente: (Ruiz et al, 2015).
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Tabla 13. Porcentaje de espermatozoides ovinos vivos con acrosomas intactos (media + error estandar) luego del proceso de congelacion-descongelacion

empleando dos fuentes energéticas y dos crioprotectores

Fuente energética
Crioprotector
Fructosa Glucosa Promedio
Glicerol 622+1.5 543+2.6 582+ 1.9y
Etilenglicol 455+24 385+1.7 42.0+1.87
Promedio 53.8+2.8* 46.4 +£2.8°

a,b Superindices diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica (p<0.05)

¥>Z Superindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.001)

Fuente: (Ruiz et al, 2015).
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Tabla 14. Efecto de método de extraccion y diluyente seminal sobre la vitalidad espermatica y dafio mitocondrial en semen post descongelado de caprinos.

(primer experimento)

Método de
extraccion
seminal

Diluyente

Parametros medidos post-descongelacién % (+ EE)

Motilidad

Progresividad

Dafno
mitocondrial

Viabilidad

Coeficiente de
Variacioén

Electroeyaculad
or

Lecitina de soya

15,34°(+£3,72)

5,00°(x1,37)

96,0° (+1,84)

0,0352(+0,006)

40,30°(+18.86)

Yema de huevo

34,15%(+6,28)

12,41°(+2,82)

58,57°(+10,43)

9,95 (+0,006)

109° (+14,33)

LS (Bajo
Glicerol)

11,550(+4,38)

3,69°(+1,58)

95,652 (+0,97)

0,09°(x0,04)

75,982 (+56,16)

Total

20,35 (+2,98)

7,034 (£1,22)

83,40"(+4,26)

3,36%(+0,82)

75,147 (+16,77)

Vagina Atrtificial

Lecitina de soya

55,07%(+4,34)

21,422(+2,15)

84,252(+13,95)

0,09°(+0,06)

126,0°(£1,00)

Yema de huevo

52,03¢ (£6,82)

18,912 (+3,56)

44,27°(£11,11)

0,500 (+0,21)

65,222 (+13,10)

LS (Bajo
Glicerol)

36,97°(+10),35)

11,83%(+4,12)

86,372 (+4,73)

0,06°(+0,04)

52,102 (+24,81)

Total

47,417 (+4,28)

16,018 (+2,05)

71,637 (+4,93)

0,214 (£0,94)

81,10%(+19,37)

Fuente (Quintero et al, 2017).

(a, b; A, B): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05)

84




Tabla 15. Efecto de diluyente seminal y la raza en la vitalidad espermatica y dafio mitocondrial (segundo experimento)

Parametros medidos
Refrigeracion a 2 horas Post-descongelados . -
Semen fresco (%) (= EE Integridad espermatica (%
Diluyente Raza o ) (%) (= EE) (%) (+ EE) ¢ P o
Motilidad | Progresividad | Motilidad | Progresividad | Motilidad | Progresividad Darfio Viabilidad | C0gficiente de
mitocondrial Variacion
a a
Albina 79,10 61,76
P (£4,12) (477)
PBS
a
Saanen b 62,62
75,09P (+8,03) (4737
Alpina 72,583 (5,77) 55,052 53,449 32,774 68,643 (+7,83) | 17,582 (+2,38) 96,96"
’ ’ (£6,58) (+3,76) (+3.00) ’ ’ ’ ’ (+6,07)
Lecitina de 83,062 70,750 62,202 34,282
S f , , , b a a
soya aanen £6.28) (28.20) (+3.99) 3 47) 35,259 (29,89) | 20,162 (£1,89) | 84,652 (+6,11)
A A A A
Total A 60,66 A 33,31 51,94 18,87 A
ota 76,324 (£4,37) (£5.25) 56,604 (£2,82) 2.28) (£5.24) (£1.79) 90,794 (+4,35)
: 77,162 53,612 38,272 17,052
Al , s , s a a b
pina (£6.80) (26.95) (32.84) (£1.57) 61,572 (+4,91) | 18,162 (+2,19) | 110,21P (+6,28)
Yema de 72,912 44,49b 42,812 19,223 115,05P
S ’ ) 3 3 a a ’
huevo aanen (£9,15) (£10,26) (£3.46) (£3,46) 55,492 (+6,50) | 20,734 (£3,63) (£5.94)
75,63° 50,33B 17,72B 19,464 112,63B
Total ’ > B > A s ,
ota (45,36) @5.72) 39,665 (£2,24) (£1.05) 58,534 (£5,27) (+1.80) (+438)

Fuente (Quintero et al, 2017).

(a, b; A, B): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05)
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Tabla 16. Integridad de la membrana acrosomal

Diluyente

Raza

Parametro M (%) (+ EE)

Fresco

2 horas

Post-descongelado

Lecitina de soya

Alpina

99,26° (+0,96)

96,86 (+2,44)

92,532 (+1,35)

Saanen

99,90° (+0,30)

98,632 (+1,68)

93,812 (+1,57)

Total

99,53A (+0,81)

97,61A (£2,29)

93,17A (+1,03)

Yema de huevo

Alpina

99,53° (+0,83)

97,46° (+2,35)

94,26° (+1,35)

Saanen

99,44 (+0,88)

96,66 (+2,44)

89,772 (+1,74)

Total

99,50 A (+0,83)

97,16A (+2,37)

92,10A (+1,10)

Fuente (Quintero et al, 2017).
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(a, b; A, B): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05)
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La criopreservacion es un proceso de la
biotecnologia reproductiva mediante el cudl,
se enfria y posteriormente se congelan
muestras  bioldgicas  extraidas de  un

espécimen macho.

e
3 e

Fuente: wellcomecollection.org - Royal Veterinary College

INTRODUCCION



No se encontrdé documentacion suficiente sobre

el tema en Colombia.

Al ser una industria en crecimiento, vista muchas
veces como un negocio familiar o alterno dentro
de las fincas, es probable que los desarrollos
tecnoldgicos no estén difundidos y que en
algunas zonas se presente un alto grado de
desconocimiento a causa de las distancias

geograficas y las practicas de los criadores.




Obijetivos especificos

- Compilar y sistematizar las actualizaciones y protocolos mas

representativos en la criopreservacion de semen en caprinos.

- Comparar metodologias y resultados de los diferentes protocolos
Objeﬁvo general utilizados para la criopreservacion del semen del macho caprino.
Realizar una revision y andlisis de las
actualizaciones en los diferentes protocolos - Andlizar la eficacia de cada uno de los profocolos y su

utiizados para la criopreservacién de semen aplicabilidad en la produccion caprina en Colombia.

del macho caprino (Capra aegagrus hircus). _ o o ) ,
- Redlizar un andlisis estadistico, a través del tiempo, de las

actualizaciones de los protocolos de criopreservacion existentes

para semen caprino.



La Guajira
79.24%

Magdalena
3.57%

Cérdoba Norte de
0.62% Santander
0.58%

Antioquia
0.75%

Santander
2.95%

Cundinamarca
1.89%

Uribia

INDUSTRIA CAPRINA

departamento

La Guajira
Boyaca
Magdalena
Cesar
Santander
Cundinamarca
Antioguia
Cordoba
Norte de Santander
Meta

Bolivar
Cauca
Atlantico
Sucre

Huila

Tolima
Casanare
Caqueta
Putumayo
Arauca
Guaviare
Narifio

Valle
Quindio
Caldas
Risaralda
Vichada

San Andrés, Providencia y Sta. Catalina
Choco
Vaupés
Guainia
Amazonas
Bogota, D.C.

Total general

caprinos
(no. de
cabezas)

792.490
38.737
35.698
31.826
29.492
18.877

7.527
6.217
5.800
5.321
3.941
3.602
2.564
2.560
2.337
2.308
1.697
1.637
1.415
1.300
1.299
993
818
682
419
253
163
101
3

25

2

0

0
1.000.132

porcentaje

79,239
3,873
3,569
3,182
2,949
1,887
0,753
0,622
0,580
0,532
0,394
0.360
0,256
0,256
0,234
0,231
0,170
0,164
0,141
0,130
0,130
0,099
0,082
0,068
0,042
0,025
0,016
0,010
0,003
0,002
0,000
0,000
0,000

100%

Fuente ICA (2018)



San Mateo Chivolo
0.51% Plato 0.42%
0.42%

Boavita
0.40%

Albania

Valledupar 0.65%

1.31%

Riohacha
60.000
5.9%

Maicao

180.000 Uribia
17.9% 450.000

44.99%

Fuente ICA (2018)

Clican | oo [N

INDUSTRIA CAPRINA
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prostata
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\ glandula bulbo-uretral

conducto deferente

(vas deferens) /
glande J

7

apeéndice filiforme prepucio

testiculo /

escroto

Aparato reproductor del macho, adaptado
de Salamon'’s Atrtificial Insemination of sheep
and goats, Evans, G and Maxwell, WMC.

epldl'dlmo Butterworth & Co



Pecho
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Miemlbros

Mellizo
fuertes

Tronco

AQresivo
recto 9




Pubertad del macho
En el macho caprino la aptitud para la
reproduccion ocurre entre los é y 12 meses
de edad (Garet Evans, 1990).
La copulaq, con eyaculacion de
espermatozoides viables, ocurre entre los
cuatro y seis meses de edad con un peso
corporal de 40 a 60% del equivalente al peso

de animal adulto.




PRINCIPALES MOTIVOS DE DESCARTE EN REPRODUCTORES.

Deficiente capacidad de
congelacion del semen

25%

Escaso volumen del eyaculado y
baja concentracidon espermatica

Inaptitud para eyacular en
vagina artificial

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%

SELECCION DE REPRODUCTORES (Gitors, 200



Recoleccidén de semen por vagina artificial
La vagina artificial es una imitacion de la vagina de la
cabra con una extension de (de 15cm x 5,5 cm), que
proporciona los estimulos de temperatura y presion,
para que sea posible la duracion de la ereccion del
macho y lograr un eyaculado completo (Garet Evans,
1990).




Caracteristicas del eyaculado seminal

Caracteristica

Volumen (cc)

Motilidad progresiva (%)

Células espermaticas vivas (%)

Concentracién (espermatozoides/cc)

Anormalidades primarias (%)

Anormalidades secundarias (%)

Total anormalidades (%)

Normales (%)

Patron Normal

0,59

81,76

91,36

3,128x

2,2

4,13

6,36

93,63

Fuente: (Garet Evans, 1990)



Fuente: Royal Veterinary College



Factores
ENDOGENOS

Factores
EXOGENOS

LIQUIDOS DE LA SUSPENSION

Liquido epid}dimario

Plasma seminal
Deposito vaginal
Moco cervical

Liquido uterino
Liquido oviductal

Espacio perivitelino

(Hafez & Hafez, 2002)



Sin cola Cabeza Cabeza

Normal (decapitados) agrandada pequefa
Rotura de
Cola Cabeza Rotura del pieza Acrosoma
retorcida  adelgazada cuello intermedia  anormal

O

(Garet Evans, 1990)




Recuperacion del semen

Valoracién espermatica
(volumen, concentracion y motilidad)

Centrifugacion
500g / 15 minutos

| Lavado
seminal

Adicién medio de dilucién (1:10; v:v)

I 2 veces

Eliminacion del plasma seminal
(succién por vacio)

Fase de enfriamiento

Dilucién con medio 1
22°C - 2 horas / En camara de 5°C

Fase de equilibrado

Dilucién con medio 2
(1:1; viv) 5°C / 15 minutos

Empajuelado y sellado

Protocolo de recoleccion,
I congelacion y empaijillado
Congelacién sobre de semen caprino

vapor de nitrégeno liquido
(Almenar, 2007).

Sumersion en nitrogeno y
almacenamiento en tanques



Los diluyentes utilizados para la crioconservacion
de semen deben reunir los siguientes requisitos:

- Componente tampon (Tris, citrato de sodio).

- Fuente energética (glucosa, fructosa).

- Crioprotector externo (leche, yema de huevo)

- Crioprotector interno (lactosa, glicerol).

- Anfibidtico (penicilina, estreptomicina)

(Corredor, 2014)

Al no existir un diluyente universal se manejan varias formulas
ya existentes en diferentes concentraciones para cada tipo
de semen, encontrdndose que los diluyentes principales en la

criopreservacion de semen caprino son los siguientes:

- Tris, fructosa o glucosa, yema de huevo, glicerol.

- Tris, acido citrico, fructosa, yema de huevo, glicerol
- Glucosa, leche descremada, glicerol.

- Citrato de sodio, glucosa, yema de huevo, glicerol.

- Citrato de sodio, agua de coco, yema de huevo, glicerol
(Luzardo, 2010)



TRIS es el nombre abreviado del compuesto orgdnico conocido como tris(hidroximetil)aminometano, de férmula
(HOCH2)3CNH2. Se utiliza ampliamente en bioquimica y biologia molecular. Empledndose, principalmente, como

agente buffer en criopreservacion de semen de toro, caprino y carnero

40

W
©
o

35,33

Tris | 2.422g -

Fructosa | 1.0g
Acido Citrico | 1.36g 30
Penicilina G | 0.006g

25
Sulfato de Estreptomicina | 0.100g

Yema de Huevo | 2.5% del volumen total del diluyente 20

Glicerol | 2.0% del volumen total del diluyente

15
pH | Entre 6.8-7.0 tris yema tryladil

Para fabricar 100ml de diluyente a base de Tris, yema de huevo y glicerol Motilidad espermdtica individual post-congelacion de semen caprino
(Agriculture, 2016)

ILUYENTES: TRIS

Vigilada MinEducacion www.ucundinamarca.edu.co

congelado con dos diluyentes en base TRIS (Luzardo, 2010)

D




YEMA DE HUEVO

LECHE




80

20 68.64

60

50 La lecitiha de soya es un
crioprotector de origen vegetal y su

40 uso estd considerado como una
alfernativa a la yema de huevo

30 para la  criopreservacién  de
espermatozoides de varias

20 . . .
especies, especialmente caprinos,
ya que contiene un alto contenido

10
de LDL (Garcia Vera, 2014).

0

Alpina Saanen Alpina Saanen
Lecitina de soya Yema de huevo

B Dafio mitocondrial & Viabilidad

Dafo mitocondrial y viabilidad espermdticas en semen congelado utilizando lecitina de soya y yema

de huevo (Quintero et al, 2017).

DILUYENTES LECITINA DE SOYA
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HO

OH

OH

“El descubrimiento del glicerol como agente crioprotector se
debe a [Christopher Polge] (1949). Esta sustancia ocupa
simultdneamente la membrana y los compartimientos extra e
infracelulares, sin embargo, Amman y Pickett (1987), asi como
Almid y Johnson (1988), sugieren que su principal efecto
crioprotector se ejerce a nivel extracelular” (Garcia Vera, 2014,
pAg. 34). Su funcién a este nivel consiste en aumentar el volumen
del medio extracelular y la proporcion de agua en estado de no-

congelacion (Garcia Vera, 2014);

Se recomienda su uso en concentraciones entre 6% y 9%.
Respecto a la temperatura a la que debe anadirse, alrededor de
5°C parece dar mejores resultados de supervivencia espermdatica
que la adicién a 30°C, ya que, a esta temperatura, la membrana
espermdtica es mds permeable y por lo tanto tiene un mayor

efecto toxico (Garcia Vera, 2014).
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El congelamiento se puede realizar en pajuelas (vapores de
nitrdgeno) o pastillas (goteo, sobre un blogue de hielo seco)
para posteriormente conservarlas en nitrégeno liquido. Esta
Ultima técnica es rdpida, sencilla y se obtiene una mayor
tasa de motilidad seminal post-descongelamiento, mds no
presenta una tasa significativamente alta en la fertilidad de
estos (Gibbons, 2002).

www.ucundinamarca.edu.co




Segun el estudio realizado por (KGgUk, y ofros, 2014) “El
enfriamiento de los espermatozoides de 37°C a 4°C tiene un
efecto negativo sobre la motilidad. Sin embargo, el equilibrio de
los espermatozoides a 4°C durante dos horas parece tener muy

poco efecto sobre las caracteristicas del semen.

La congelacién y la descongelacion causan  danos

considerables a la motfilidad, la integridad de la membrana
plasmdtica, el acrosoma, la relacion entre los espermas vivos-
muertos y la morfologia de los espermatozoides. (Agossou
Dehouegnon & Koluman, 2018).
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Empacado de semen en padjillas
Es el mds usado por su practicidad. Segun su capacidad,
hay paijillas de 0,25 mly de 0,50 ml; siendo las mdas usada en
caprinos la de 0,25 ml. Las pajillas deben ser identificadas
con tinta indeleble, resistente a bajas temperaturas,
senalando el laboratorio, la especie e identidad del animal,
raza, fecha de envasado de la pdgijilla y las iniciales de la

unidad de produccion (Luzardo 2010).

Método de pellets
También conocido como método de pastilla.
Para este método se requiere un bloque de
hielo seco agujereado para formar pellets;
estos agujeros son llenados por goteo, para ello

se utiliza una pipeta fria (Luzardo, 2010).



Generalmente las paijillas se descongelan al bano maria, colocando especial
atencidon a la temperatura y tiempo de permanencia durante el proceso.
Herndndez (2014) habla de colocar las pdgjillas a bano maria a 37°C durante 5
minutos. Luzardo (2010) menciona menores tiempos de permanencia en el bano
maria, 37 a 39°C durante 15-30 segundos y de 30 a 35°C por 30 segundos, con €l
criterio de, cuanto mds rdpida sea la descongelacion, mds sincronizada es la

descongelaciéon del medio extracelular con la del medio intracelular.




Posibles danos del semen después del descongelamiento
La reduccion de la ferfiidad, asociada con la
inseminacion artificial con semen congelado, se afribuye
a la aparicidon de danos en los espermatozoides durante
la congelacion y descongelacion; causando cambios
ultraestructurales, bioguimicos y funcionales que reducen
la viabilidad de los espermatozoides (Trindade et al,
2011).

Tras descongelar el semen, la calidad del movimiento
espermdtico se ve bastante deteriorada. En el caso del
semen caprino, la calidad del semen descongelado
suele quedar muy reducida comparada con el mismo
semen en fresco; con valores registrados entre el 20-30%
al 60-70%, siendo el estandar entre un 30% y un 60%
(Gonzdlez Nino, 2013)



Luego se procederd a realizar la evaluacion de la motilidad individual
progresiva, estiméndose como la velocidad de desplazamiento hacia
adelante por parte del espermatozoide, en una escala subjetiva entre 0
y 5 (0 — minimo, 5 - mdximo) tomando en cuenta las siguientes

apreciaciones:

- 0 - los espermatozoides no se mueven.

- 1 - los espermatozoides se mueven en el lugar, giran sobre si mismos.

- 2 - los espermatozoides se frasladan brevemente pero quedan
relegados.

- 2.5 - los espermatozoides se trasladan, se puede seguir su trayectoria
con la vista.

- 3 - los espermatozoides se desplazan, es dificil seguirlos con la vista.

- 4 - los espermatozoides se desplazan a gran velocidad, apenas se
logran apreciar.

- 5 - los espermatozoides se desplazan tan velozmente que no se logran

distinguir.

Para la aceptaciéon de una tanda de
paijillas o pellets, debe poseer (luego de
4 a 5 minufos de incubacion a 36°C en
bano maria) (Cueto et al, 20146). :

- Motilidad masal al descongelamiento.
- Un porcentgje de espermatozoides
igual o superior al 30%.

- Motilidad individual progresiva igual o

superior a 2.5




RESULTADOS




Tasa de fertilidad entre semen fresco y semen refrigerado

Tasa de fertilidad utilizando semen fresco vs semen refrigerado

M Inseminacion

B Monta Natural

(Martinez et al, 2006).



Comparacion de métodos de extraccion seminal

Parametro (%) / M £ EE

Método de extraccion

Seminal Diluyente

Vitalidad Motilidad Progresiva No progresiva Estaticos

AndroMed® 61,83+9,03? 33,06+9,012 11,66 £4,2, 21,43 +4,9, 66,91 + 9,

Triladyl® 64,336,742 36,52+8,952 12,41 + 4.8, 24,11 + 4,7, 63,46 + 8,9,

Electroeyaculador
Ovixcell® 45,50+15,04° 19,60+5,59, 562+2]1, 14 +35, 80,40 £ 5,5,
Total 59,575,264 31,8615,24, 10,74 + 2,64 21,13+2,8, 68,12 + 5,24,
AndroMed® 66,87+4,11P 36,58+5,37P 11,42 +2,3, 25,30 £ 3,4,, 63,03 £ 5,3,
Triladyl® 80,08+4,252 63,67+8,712 23,8047, 39,86 £ 4,5, 36,33+8,7,
Vagina artificial

Ovixcell® 66,83+11,64° 48,55+15,553b 15,96 + 6,3, 32,56 £9,7, 51,46 + 15,5,
Total 72,96+3,62, 51,85+5,88, 18,13 +2,8, 33,70 + 3,3, 48,04 £ 5,87,

(a, b; A, B): Letras diferentes en la missma columna indican diferencias significativas (p<0,05)

Fuente: (Herndndez et al, 2014)



Porcentaje de motilidad progresiva luego del proceso de congelacion-descongelacion

_U_[?_*‘?C

CUNDINAMARCA

Etilenglicol, Glucosa, 47.7

— Glucosa
Glicerol, Glucosa, 62.6

Etilenglicol, Fructosa, 50.3

Fructosa

Glicerol, Fructosa, 68.3

0 10 20 30 40 50 60 70 80

1 Etilenglicol m Glicerol

TASA DE EFECTIVIDAD

Fuente: (Ruiz ef al, 2015)
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Comparacmn entre monta natural e msemmacwn artificial

82.50%

67.50%

INSEMINACION MONTA NATURAL

Fuente Martinez et al, 2006

TASA DE EFECTIVIDAD
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Método de extracciéon

. Diluyente
seminal

Lecitina de soya

Yema de huevo

Electroeyaculador

LS (Bajo Glicerol)

Total

Lecitina de soya

Yema de huevo

Vagina Artificial

LS (Bajo Glicerol)

Total

Motilidad

15,345(23,72)

34,15.(+6,28)

11,555(+4,38)

20,354 (+2,98)

55,07a(+4,34)

52,034 (+6,82)

36,975(+10),35)

47,415 (+4,28)

(a, b; A, B): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05)

Pardmetros medidos post-descongelacion % (+ EE)

Progresividad

5,005(+1,37)

12,414 (+2,82)

3,696(21,58)

7,034 (1,22)

21,42, (+2,15)

18,91 (+3,56)

11,83.(+4,12)

16,01s (+2,05)

Dafo
mitocondrial

96,0a (+1,84)

58,575 (+10,43)

95,654 (+0,97)

83,404 (24,26)

84,25, (+13,95)

44,27, (+11,11)

86,37 (4,73)

71,634 (24,93)

Viabilidad

0,035a (+0,006)

9,955 (+0,006)

0,094 (+0,04)

3,365 (20,82)

0,09 (+0,06)

0,500 (+0,21)

0,064 (+0,04)

0,214 (+0,94)

Fuente: (Quintero et al, 2017)

Coeficiente de
Variacion

40,30 (+18.86)

109. (+14,33)

75,984 (+56,16)

75,144 (£16,77)

126,0a(1,00)

65,224 (+13,10)

52,104 (+24,81)

81,104 (+19,37)



Los métodos de criopreservacion seminal
en caprinos han sido importantes para el
avance del mejoramiento genético en
las diferentes producciones. Sin
embargo, han existido factores que
dificultan los procedimientos, como son
los costos y la complejidad a nivel
enzimdtico del semen caprino

Se logré evidenciar que la mejor forma
de criopreservar el semen es incluyendo
un bajo porcentaje de yema de huevo
en el diluyente al semen previamente
diluido para separar el plasma de los
espermatozoides

Siendo una biotecnologia mds aplicada
a ofros especimenes, como bovinos, la
informacién que se tiene es poca 'y
enfocada a paises en donde la
producciéon del caprino se realiza a nivel
intensivo

En Colombia hay escasez de
informacién que permita dar a conocer
los diferentes protocolos de
crioconservacion del semen del caprino,
dado que los estudios realizados en el
pais son mds enfocados a la parte
académica que a la productiva

La criopreservacion seminal ha tenido
mejores resultados en porcentajes de
motilidad progresiva del semen al incluir
en el diluyente productos libres de
proteinas de origen animal, evitando de
este modo la interaccion negativa entre
el plasma seminal y la yema de huevo

Dados los diferentes porcentajes de los
diversos estudios, se puede decir que
para lograr mayores tasas de
concepcion se debe inseminar a
hembras con semen refrigerado o
congelado en pellets



Deben evaluarse las condiciones
reproductivas, alimenticias, corporales y medio
ambientales para obtener buenos
reproductores y por lo tanto obtener
eyaculados de excelente calidad

Debe tenerse en cuenta al momento de
cenftrifugar el semen el tiempo y la velocidad,
para asi evitar la alta mortalidad de los
espermatozoides

Se debe tomar en consideraciéon el hecho de
hacer una sustitucion parcial de la yema de
huevo como crioprotector externo, utilizindose
ofras fuentes de proteina de origen animal o
en su defecto proteina de origen vegetal
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