Motilidad y dafio acrosomal del semen caprino
congelado en pajillas de 0.25 ml y 0.5 ml y descongelado
a dos diferentes ritmos de temperatura

Resumen

Se colectaron 16 eyaculaciones de 4 sementales
caprinos por medio de la vagina artificial y se evaluaron
las siguientes caracteristicas: volumen, concentracién
espermitica, motilidad progresiva y morfologia
acrosomal. Cada eyaculado se dividi6 en dos partes y se
diluyé con Tris-Yema de huevo. El semen diluido se
envasé6 en pajillas de 0.25 y 0.5 ml, cada una contenien-
do 100 millones de espermatozoides métiles. Las pajillas
se congelaron en vapores de nitrégeno liquido y se
descongelaron a 37°C/15 seg. o a 55°C/8 seg. En las
muestras descongeladas se determiné la motilidad pro-
gresiva, la recuperacion de espermatozoides métiles y
el dafno acrosomal. La motilidad progresiva al descon-
gelar las pajillas de 0.5 ml fue de 62.8% (37°C/15 seg)
y58.7% (55°C/8 seg) y en la pajilla de 0.25 ml de 59%
(37°C/15 seg) y 60% (55°C/8 seg) (P> 0.05). El dano
acrosomal fue mayor (12.3%) en las pajillas de 0.5 ml
descongeladas a 55°C/8 seg que en los demas trata-
mientos (P < 0.05). La descongelacién del semen
caprino a 37°C/15 seg es una técnica mas sencilla a
nivel de campo e implica menor riesgo. La motilidad
progresiva y el porcentaje de dano acrosomal del se-
men caprino obtenidos en este trabajo, se encuentran
dentro de los criterios establecidos para su aplicacién
en la inseminacién artificial.

Introduccién

Lainseminacién artificial esuna de las biotecnologias
de mayor relevancia en los Gltimos anos, pues permite
un répido avance genético, especialmente en los ani-
males productores de leche, mediante la realizacién
de las pruebas de progenie y el mejor aprovechamien-
to de los sementales con caracteristicas productivas
superiores.*
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Sin embargo, en caprinos su uso ha sido limitado en
comparacién con otras especies, debido, entre otros
factores, a la dificultad para congelar y descongelar el
semen, ya que algunos diluyentes pueden resultar toxi-
cos para los espermatozoides y, tanto al congelar como
al descongelar, se disminuye la motilidad progresivay se
incrementa la cantidad de acrosomas dartados.® 7

Losdiluyentes basados en substanciasamortiguadoras,
como el hidroximetilaminometano (Tris) y la yema de
huevo, parecen ser apropiados para la congelacién del
semen en esta especie.>*? Recientemente se utilizé una
férmula nueva de un diluyente Tris-Yema de huevo en
el congelamiento del semen caprino, con buenos resul-
tados, utilizando como envase el minitubo,** presenta-
cién que no existe en México, siendo mas comin en el
pais el uso de pajillas francesas de 0.25 mly 0.5 ml.

Por otra parte, las temperaturas y velocidades de
congelamiento y descongelado son criticas para la
fertilidad del semen. Se menciona como norma
general que mientras mas rapido se congele y se
descongele el semen se obtendrd la mejor recupe-
racién espermatica.®!* En el semen caprino existe
informacién sobre los tiempos y temperaturas ade-
cuados parala descongelacién lenta,>”° perono en
cuanto a la descongelaciéon rapida que se ha usado
en otras especies.® '?

Por lo anterior, se disend el presente trabajo para
determinarlamotilidad y porcentaje de dano acrosomal
del semen caprino diluido en un medio a base de Tris-
Yema de huevo, congelado en pajillas francesas de 0.25
y 0.5 mililitros. Ademas se probaron dos diferentes
ritmos de descongelacién para los dos tipos de pajilla.

Material y métodos

El presente estudio se realiz6 en el Departamento de
Reproduccién e Inseminacion Artificial y en el Centro
Nacional para la Educacién, Investigacion y Extensiéon
de la Zootecnia de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de
México, situado en Tepozotlan, Estado de México. Se
seleccionaron cuatro sementales caprinosde lassiguien-
tes razas: 2 Anglo-Nubia, 1 Alpino y 1 Saanen. La
obtencién del semen se realizé con vagina artificial dos
veces por semana durante dos semanas, obteniéndose
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en total 16 eyaculados. La vagina artificial se mantuvo a
una temperatura interna de 42-45°C; el tubo colector
estéril estaba graduado en mililitros con marcas mini-
mas de 0.1 ml y tenia una temperatura de 30-37°C al
momento de recibir el eyaculado > 1916

Después de colectar el semen se igualé su temperatu-
ra con la del diluyente, manteniéndolos en el mismo
bafo Maria a 37°C. Se tomé una gota de semen para ser
analizada e inmediatamente después se hizo una dilu-
cién 1:1 (semen: diluyente), para evitar ladeshidratacion
del eyaculado y protegerlo contra el choque por frio.*

En los eyaculados se evaluaron las siguientes caracte-
risticas: volumen, motilidad progresiva, concentracién
espermatica y morfologia acrosomal.

Elvolumen de eyaculado se midié directamente en el
tubo colector graduado.

La motilidad progresiva se evalué poniendo una gota
de semen sobre un portaobjetos con su respectivo
cubreobjetos, mantenidos a 37°C y observando al mi-
croscopio con el objetivo seco fuerte 40X. Se discrimina-
ron los espermatozoides con movimiento rectilineo de
aquellos inméviles o con movimiento circular; el resul-
tado se estimé en porcentaje en escala de 0-100%. Se
eliminaron aquellas muestras con menos del 60% de
motilidad progresiva.” 2

La concentracién espermatica se determiné con el
hematocitébmetro de Spencer, utilizando una dilucién
1:200 (semen: solucién) en solucién salina al 3% con
formaldehido, parainmovilizar alos espermatozoides.'*

El dano acrosomal se evalué siguiendo la técnica descri-
ta por Hancock.'? Se tomé 0.01 ml de semen que se diluyé
en 3.0 ml de solucién de Hancock; se colocé una gota de
esta dilucién en un portaobjetos con su respectivo
cubreobjeto y se observé al microscopio en objetivo de
inmersién 100X. Se diferenciaron los espermatozoides
con borde acrosomal normal de aquellos con alguna
alteracién; se cont6 un total de 100 espermatozoidesy el
resultado se expreso.en porcentaje.>

Una vez estimado el volumen, el porcentaje de
motilidad progresivayla concentracién espermitica, se
dividi6 el eyaculado en dos partes, cada una de las cuales
se diluy6, de manera que al envasarlo en las pajillas de
0.25 ml y 0.5 ml, cada una contuviera 100 millones de
espermatozoides métiles.® 152!

El diluyente utilizado fue el descrito por Velasco,**
que se preparo de la siguiente manera:

Solucién madre:

TRIS (Hidroximetilaminometano) 18.020 g
D-Glucosa 9.978 g
Acido citrico 7.440 g
Agua bidestilada 500.000 ml

De la solucién madre se tomaron 35 ml alos que se les
anadieron 10 ml de yema de huevo, 3.5 ml de glicerol,
1.5 ml de agua bidestilada y 0.03 ml de pasta Orvus.*

Una vez llenas las pajillas se sellaron con alcohol
polivinilico, teniendola precaucién de dejar una burbu-
ja de aire, para evitar su estallamiento al congelar o
descongelar.

*Pasta Orvus. Proctec and Gamble, Ohio, Cleveland
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Inmediatamente después, las pajillas se enfriaron en
un refrigerador en posicién horizontal, envueltas en
una toalla de papel y se mantuvieron en un periodo de
equilibrio de 2 horasa 5°C.>* Transcurrido este tiempo
se vaci6 nitrégeno liquido en una caja de poliestireno
yse procedi6 a congelar las pajillas colocindolasen una
rampa, en posicién horizontal, a 5 cm arriba del
nitrogeno liquido durante 10 minutos.”® Después se
sumergieron en el niwégeno liquido a-196°C y se
almacenaron por 30 dias.

Elntmero total de pajillas descongeladas fue de 288,
de las cuales 72 se asignaron a cada uno de los siguien-
tes tratamientos: en el primero (pajilla de 0.5 ml) y
tercer grupos (pajilla de 0.25 ml) se descongelaron a
37°C durante 15 segundos y en el segundo (pajilla de
0.5 ml) y cuarto grupos (pajilla de 0.25 ml) a 55°C
durante 8 segundos. En las muestras descongeladas se
evalué la motilidad progresiva de manera similar al
semen fresco y se estimé la recuperacion de motilidad
progresiva. Ademas, se evalué el porcentaje de dano
acrosomal del mismo modo que en el semen fresco.

Se estimé lavariable de recuperacion de la motilidad
progresiva asignando el valor de 100% a la motilidad
del semen fresco y la motilidad al descongelado como
la proporcién resultante.

Lo datos se analizaron estadisticamente mediante
analisis de varianza, utilizando la motilidad del semen
fresco o el dano acrosomal del semen fresco como
varianza y transformando los valores expresados en
porcentaje al arcoseno,? utilizando el siguiente modelo:

Y. =u+T + (BMI- ML) +E,

Donde

Yij = Variable de respuesta (motilidad progresiva,
recuperaciéon de la motilidad progresiva y dafio
acrosomal para el i-ésimo tratamiento de descongelado
con la j-ésima motilidad progresiva inicial

u = Media poblacional constante

T, = Efecto del i-ésimo tratamiento de descongelado
(i=1,2)

(BMIiJ. - MIij) =Efectodelamotilidad inicial o del dano
acrosomal inicial utilizados como covarianza

E_ = Error aleatorio asociado a cada observacién =~
NID (0,0%)

Resultados

Después de descongelar, lamotilidad progresiva tuvo
un rango de 58.7 a 62.7%, sin diferencias significativas
ni para el tipo de pajilla utilizado ni paralavelocidad de
descongelamiento (P > 0.05) (Cuadro 1).

Lomismo ocurrié paralarecuperacién delamotilidad
progresiva, que presenté un rango de 73.6 a 78.5%
(P> 0.01) (Cuadro 1).

En cuanto al dano acrosomal, en las pajillas de 0.25 ml
no hubo diferencia entre eldescongeladoa 37°C durante
15 segundosy 55°C durante 8 segundos con 10.4% y 10%
respectivamente (P >0.05); empero, en las pajillas de 0.5
ml el descongelado a 37°C durante 15 segundos tuvo
menor daiio acrosomal (9.2%}), que el descongelado a
55°C durante 8 segundos (12.3%) (P>0.05) (Cuadro 1).



El grado de dilucién del semen fue de 1:3.4 para
la pajilla de 0.25 ml y de 1:7.8 parala de 0.5 ml.

No se observé ningtn efecto téxico del diluyente
al mezclarlo con el semen. Tampoco ocurrié el
estallamiento de ninguna pajilla al congelar o des-
congelar.

En este trabajo la motilidad progresiva es ligeramente
inferior al 66% publicada por Ritar y Salomon!’ y al
68.4% obtenido por Deka y Rao® para semen desconge-
lado, los cuales usaron un diluyente a base de Tris; sin
embargo, coinciden con el 60% informado por Dekay
Rao en otro trabajo.’

Cuadro 1
MOTILIDAD PROGRESIVA Y DANO ACROSOMAL DEL SEMEN CAPRINO CONGELADO EN PAJILLAS
DE 0.25 ml Y 0.5 ml YDESCONGELADO

A DOS DIFERENTES RITMOS
DE TEMPERATURA
Pajilla Pajilla Pajilla Pajilla
de 0.5 ml de 0.5 ml de 0.25 ml de 0.25 ml
descongelada descongelada descongelada descongelada

a37°C a55°C a37°C a55°C

durante durante durante durante
Tratamiento 15 segundos 8 segundos 15 segundos 8 segundos
Niimero de
eyaculados 8 8 8 8
Niimero de
pajillas
descongeladas 72 72 72 72
Motilidad
progresiva
descongelado 62.7% 58.7% 59.0% 59.9%
Recuperacion
dela
motilidad
progresiva
descongelado 78.5% 73.6% 73.9% 73.6%
Dano
acrosomal 9.2% 12.3% 10.4% 10.0%
descongelado a b ab a

Letras diferentes en las columnas representan significancia estadistica (P < 0.05)

Discusién

Cuando el semen essometido a un proceso de conge-
lacién se presenta un abatimiento de la calidad
espermatica, que se manifiesta principalmente en una
disminucién de la motilidad. Este fen6meno se atribu-
ye, en mayor grado, a una alteracién de los componen-
tes celulares aunado a un trastorno en el intercambio
iénico, involucrando al potasio y quiza a los fosfatos
presentes en los diluyentes.!

Aunque no existe un solo parametro que considera-
do aisladamente permita evaluar la capacidad fertili-
zante del semen,” la motilidad progresiva de los
espermatozoides y el dafio acrosomal son considerados
como los mejores indicadores.®

La congelacién de semen en diferentes presentacio-
nes, como son las pajillas de 0.25 ml y 0.5 ml, implica
cambios en el volumen y superficie de la pajilla, en la
concentracién espermatica/volumen, en el grado de
dilucién, y porlo mismo en el ritmo de congelacién. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas
en la motilidad progresiva al descongelar en ningiin
tratamiento.

En cuanto a la recuperacién de la motilidad progresi-
va, Grajales'' obtuvo 59% con pajillas de 0.5 ml y un
diluyente Tris-Yema de huevo, resultados inferiores a
losde este trabajo, donde larecuperacién tuvo un rango
de 73.6 2 78.6% (Cuadro 1).

Junto con la motilidad progresiva, las pruebas de
rutina para el semen fresco deben incluir el examen de
la morfologia de la membrana acrosomal, que se puede
hinchar o romper,” disminuyendo la capacidad
fecundante de los espermatozoides. Es importante des-
tacar que el dafo acrosomal suele serindependiente de
lamotilidad progresiva, por lo que espermatozoidescon
buen movimiento pueden ser incapaces de fecundar,
debido a posibles alteraciones del acrosoma que libera
antes de tiempo las enzimas necesarias para penetrar al
ovocito.”

El dano acrosomal encontrado en los diferentes trata-
mientos (Cuadro 1) esinferior alo informado por otros
investigadores, de 12.3%,” 13.8%° y 34%.""

Debido a que las dosis de semen en el caprino deben
contener un elevado niimero de espermatozoides en un
reducido volumen, la proporcién semen/diluyente o
grado de dilucién puede afectar la sobrevivencia de
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los espermatozoides.?' Se menciona que si larelacion es
baja, de 1:1 0 1:2, la motilidad al descongelar es menor
que a diluciones de 1:10.” De acuerdo con los resulta-
dos, no se encontré diferencia significativa en la
motilidad progresiva de los espermatozoides congela-
dos en la pajilla de 0.25 ml, en las que el grado de
dilucién promedio fue de 1:3.4, en comparacién con las
de 0.5 ml de 1:7.8. Al parecer las diluciones usadas
proporcionan suficiente diluyentes, como para prote-
ger de manera adecuada a los espermatozoides durante
el proceso de congelacion.

Algunos autores observaron efectos téxicos en el se-
men caprino ocasionados por la yema del huevo del
diluyente.>" ! La enzima fosfotidasa, producida por las
glandulas bulbouretrales, cataliza la hidrélisis de las
lecitinas de la yema del huevo a 4cidos grasos y
lisolecitinas, siendo estas Gltimas las responsables de la
toxicidad.! 1® Para evitar este efecto t6xico se recomien-
da que el contenido de yema de huevo en el diluyente
no rebase el 2%, o extraer el plasma seminal por
centrifugacion.® Al diluir los eyaculados no se observo
ningun caso de toxicidad, incluso cuando la proporcién
de la yema de huevo en el diluyente era de 20%.

Si bien algunos investigadores han obtenido buenos
resultados con la descongelacién rapida,®®'*# en este
estudio no se encontraron diferencias en cuanto a la
motilidad progresiva al descongelar rapida o lentamen-
te; incluso el menor darfio acrosomal se encontré en las
pajillas de 0.5 ml con descongelacion lenta. La
descongelacion rapida tiene la desventaja de que a
nivel de campo es dificil mantener el agua a temperatu-
ras altas, ademas de que se corre el riesgo de danar al
semen si se expone a altas temperaturas por mayor
tiempo. Por lo mismo, la descongelaciénlentaa 37°Ces
mas adecuada. Otros autores han conseguido una bue-
na recuperacién espermatica al descongelar a 37-40°C
durante 15 a 60 seg."”

La congelacién del semen caprino en los vapores de
nitrégeno utilizando una caja de poliestireno es una
técnica de campo, sencilla y barata, que proporciona
buenos resultados.

Los parametros de motilidad progresiva y dano
acrosomal obtenidos con los métodosy condiciones del
presente trabajo, se encuentran dentro de los criterios
considerados® ?* para su aplicacién en la inseminacién
artificial de la cabra.
>

Abstract

Sixteen ejaculates from 4 bucks were collected with an
artificial vagina in order to evaluate volume, sperm
concentration, progressive motility and acrosomal
morphology. Split ejaculates were diluted and packaged
in 0.25 and 0.5 ml straws, each containing 100 million
motile sperms. Straws were frozen in liquid nitrogen
vapour and thawed at 37°C/15 sec or 55°C/8 sec.
Progressive motility, percentage of motility recovered
and acrosomal damage was determined in thawed
samples. Progressive motility after thawing was 62.8% in
the 0.5 ml straws (37°C/15 sec) and 58.7% (55°C/8
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sec); 59% in 0.25 ml staws (37°C/15 sec) and 60%
(55°C/8sec); (P>0.05). Acrosomal damage was higher
(12.8%) in 0.5 ml straws thawed at 55°C/8 sec, than in
the other groups (P <0.05). Thawing at 37°C/12 sec is
simpler and implies less risk. Progressive motility and
acrosomal damage of the thawed semen found in this
study proved to be similar to the standards established
for artificial insemination in this species.
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