CAPRINO GENETICA

Congelacion de semen
enganado caprino
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Espana ha asistido a un incremento En este trabajo se analizan las
de su censo caprino evaluado hoy
en 2,9 millones de animales

complejas técnicas para la
congelacion del semen de caprino

xisten 557 millones de cabras
en el mundo. La mayor canti-
dad de estos animales se en-
cuentra en Asia, seguido de
Africa y América. Europa ocu-
pa el 4° lugar en el censo ca-
prino mundial con 15 millones
de cabezas, siendo Grecia el pais con ma-
yor niimero de cabezas (6 millones), se-
guido de Espaia con 3 millones e Italia
con 1,3 millones. Francia, a pesar de ocu-
par el 4° lugar en Europa con 1,1 millo-
nes es el pais que mejor aprovecha los
productos obtenidos de la explotacion del
ganado caprino (MAPA, 1990, 1993).

En Espafia hemos asistido a un incre-
mento del censo caprino desde el afio 1965
con 2,2 millones de animales, pasando por
el afno 1990 con 3,6 millones y hasta llegar
a los 2.9 millones del dltimo censo reali-
zado en diciembre de 1993 (MAPA, 1990,
1994). Este hecho se ha debido a varias
causas como son el aumento del precio de
los productos caprinos, €l uso del ganado
caprino como alternativa al paro, el apro-
vechamiento de espacios marginales no uti-
lizados por otras especies ganaderas para
su alimentacion y su utilidad como agentes
de primer orden en la lucha contra incen-
dios forestales. Ademds, el ganado caprino
es de facil manejo, gran rusticidad y buen
a adaptacién al medio. No debemos olvi-
dar que una parte del aumento del censo
se ha originado por las primas ofrecidas
por la UE a los ganaderos de ésta y otras
especies.

En nuestro pais existen varias razas
autéctonas que se pueden clasificar por su
aptitud en lecheras, mixtas y de camne. Las
razas lecheras por orden de importancia
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son la Murciano-Granadina con 500.000
ejemplares ubicada en el Sureste peninsu-
lar, la Malaguena con 270.000 en el Sur y
la Canaria con 160.000 en las Islas Cana-
rias. Entre las razas mixtas destaca la Ve-
rata con 100.000 ejemplares localizada en
Extremadura y la Pirenaica con 80.000 ca-
bezas en Navarra y Cantabria y entre las
razas de came la Agrupacién Serrana es
la mas numerosa con 880.000 cabezas y la
mas extendida. Quedan tres colectivos que
poseen cada uno entre 20.000 y 40.000
ejemplares que son las Blancas Andaluza
y Celtibérica, la Retinta y la del Guada-
rrama. Y por dltimo, existe un alto ndme-
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ro de animales producto de cruces entre
éstas u otras razas (680.000) (MAPA,
1986).

Hasta este momento el manejo repro-
ductivo utilizado por el ganadero de ca-
prino se ha reducido a la monta natural
con agrupacion de partos, para lo cual re-
tiran los machos o los proveen de un
mandil cuando no les interesa que se rea-
licen cubriciones. De todas las razas aqui
mencionadas, sélo algunas poseen libro ge-
nealdgico: la Murciano-Granadina, la Ma-
laguefia, la Canaria. En dichos libros sélo
estan inscritos aproximadamente un 15%
de los animales pertenecientes a cada raza.




Algunas agrupaciones ganaderas reali-
zan controles lecheros y la inseminacion
artificial es necesaria para poder conseguir
un progreso genético mds importante.
Aqui es donde el semen congelado es una
herramienta util debido a su conservacion
por largos periodos de tiempo, la posibili-
dad de usar semen de estacion favorable
durante la estacién no reproductiva y la
mayor difusién tanto nacional como inter-
nacional de genes de sementales mejoran-
tes.

Congelacion
de semen en ganado caprino

La congelacion de semen en ganado
caprino presenta los problemas comunes
de la congelacién de semen y problemas
especificos del semen de esta especie. Los
problemas generales son la presentacion
del choque frio durante el enfriamiento y
los daios durante la congelacion debidos
tanto a un aumento de la concentracion
de sales en el medio o efecto solucién co-
mo a la formacién de cristales intracelu-
lares (Watson, 1992). Los crioprotectores
externos e internos afiadidos al diluyente
son los encargados de paliar en la medida
de lo posible estos efectos perjudiciales
que son capaces de disminuir el porcenta-
je de motilidad del semen de un 80% re-
cién recogido a un 40% después de Ila
descongelacion.

Otro de los problemas limitantes en la
congelacion es la estacionalidad observada
en la capacidad de resistencia a la conge-
lacién del semen, la cual se ha visto que
disminuye en primavera (Corteel y col.,
1980) y a pesar de que algunas de nues-
tras razas no presentan unas variaciones
estacionales de la calidad seminal tan mar-
cadas como otras razas europeas (Pérez
Llano, 1992), si se han observado varia-
ciones estacionales en la congelabilidad de
su semen (Pintado y col., 1992).

Por si esto fuera poco, la especie capri-
na presenta ciertas particularidades en la
composicion de su plasma seminal. Una
de ellas es la existencia de una enzima
producida en las gldndulas bulbouretrales,
la fosfolipasa o lecitinasa, que hidroliza la
lecitina de la yema de huevo, utilizada en
los diluyentes, a dcidos grasos y lisoleci-
tina (Roy, 1957). Esta dltima sustancia es
toxica para el espermatozoide, actuando
principalmente sobre la membrana plas-
madtica la cual destruye, ocasionando la
muerte de los espermatozoides.

Ademds, en los tdltimos afios se ha des-
cubierto una fraccién proteica del plasma
seminal (BUIII) también procedente de
las glandulas bulbouretrales que interac-
ciona con la leche utilizada en los dilu-

yentes produciendo inhibicién de motili-
dad e induccién de la reaccion acrosémica
(Nunes y col., 1982, Pellicer y Combar-
nous, 1994).

Para evitar los efectos perjudiciales de
estas sustancias, algunos investigadores de-
cidieron «lavar» €l semen, es decir separar
y eliminar el plasma seminal mediante
centrifugacion antes de mezclar el semen
con el diluyente con el que se va a con-
gelar (Corteel, 1975, Mateos y Pérez,
1994). Otros autores han optado por utili-
zar porcentajes de yema de huevo mds
bajos de los utilizados en principio, 9% vs
20%, ademds de lavar el semen (Ritar y
Salamon, 1983) o 1,5% sin lavar el semen
(Ritar y Salamon, 1982).

En otros trabajos se ha utilizado un
porcentaje alto de yema de huevo (20%)
sin lavar el semen pero Ila tasa de dilucién
semen/diluyente elegida ha sido alta (1:20)
con lo que el posible efecto téxico del
plasma seminal se atenta (Chauhan y
Anand, 1990). Por dltimo también se han
realizado estudios sobre la caseina de la
leche en el diluyente de congelacion como
alternativa a la yema de huevo (Roca y

CUADROL. FERTILIDAD OBTENIDA CONSEMEN CONGELADO
PORIA CERVICAL EN GANADO CAPRINO POR DISTINTOS AUTORES

col.,, 1993) obteniendo resultados similares
con ambas composiciones.

Técnica de congelacion

Para mejorar los resultados obtenidos
en la congelacién de semen de cualquier
especie es necesario en primer lugar elegir
previamente los machos que se van a uti-
lizar de acuerdo con la congelabilidad de
su semen, sometiendo al semen desconge-
lado a una temperatura de 37°C durante 5
minutos y descartando el que presente
porcentajes de motilidad menores al 30%
y calidad de movimiento menor de 3.

De los que superen esta prueba se de-
ben descartar aquellos que a los 120 min.
de incubacion presenten una calidad de
movimiento menor de 1,5. La congelabili-
dad del semen presenta una gran varia-
ci6én individual debido a diferencias en la
composicion fosfolipidica de la membrana
plasmatica.

En segundo lugar se elegiran los eya-
culados a congelar que serdn aquellos que
presenten recién recogidos una motilidad
mayor o igual al 75%, una calidad de

Autor Fertilidad (%) Celo Estacion C“L’%’Z,;‘?S“ d
Corteel, 1980 53 Natural No reproductiva Leche
Corteel, 1980 61 Natural Reproductiva Leche
Ritar y Salamon), 1983 46 induado = e
Lawrenz, 1987 60,8 Natural No reproduictiva Yema
Lawrenz, 1987 709 Natural Reproduciva Yema
Chauhan y Anand, 1990 80,7 Natural Reproductiva Yema
Singh y <o, 1995 55,5 Natural Reproductiva Yema
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movimiento mayor o

igual a 4 (0-5) y una

concentracién esperma-

tica mayor de 2.000

millones spz/ml.

Los diluyentes utiliza-
dos para la congelacion
de semen constan de los
siguientes componentes
basicos:

- Un componente tam-
pén: TES, TRIS, citra-
to sédico.

— Una fuente de ener-
gia: glucosa, fructosa.

- Un crioprotector ex-
terno: leche, yema de
huevo.

— Un crioprotector inter-
no: glicerol, lactosa. ot

- Antibidtico para pre- )
venir el crecimiento
bacteriano: penicilina,
estreptomicina.

Con estos componen-
tes caben muchas combi-

ml conteniendo general-
mente 100 y 200 millones
de espermatozoides res-
pectivamente. Estas
pajuelas se exponen
durante 5 6 10 min. a los
vapores del nitrégeno li-
quido (N,l) (-80 a
120°C) y posteriormente
se sumergen en Nyl
donde se van a conservar
a -196°C.

La descongelacion se
realiza sumergiendo las
pajuelas en agua a una
temperatura de 37 °C.
No deberian utilizarse
para inseminacion artifi-
cial los eyaculados des-
congelados que presenten
a 37 °C menos del 30%
de motilidad y una cali-
dad de movimiento
menor de 3 a los 5 min.
y menor de 1,5 a los 120
min.

naciones y algunas de las

utilizadas con semen de cabrio.

Espermatozoide normal de macho

Debido a la compleji-
dad del método de con-

ganado caprino son:

— Glucosa, leche y glicerol (Corteel, 1975).

— Tris, glucosa, yema y glicerol (Ritar y
Salamon, 1982)

— Tiis, fructosa, yema y glicerol (Deka y
Rao, 1986)

— Glucosa, yema, leche y glicerol (Chau-
han y Anand, 1990)

— Glucosa, citrato, yema y glicerol (Chau-
han y Anand, 1990)

— Tris, fructosa, acido citrico, yema, glice-
rol y lactosa (Singh y col., 1995).
Antes de diluir el semen algunas técni-

cas realizan el lavado del mismo, por mo-

tivos que ya hemos expuesto, por medio
de 1 6 2 centrifugaciones generalmente en
una solucién salina con eliminacién poste-
rior del plasma seminal. Posteriormente se
afiade el diluyente con o sin glicerol y se

somete a refrigeracion hasta llegar en 1 6

2 h a4 6 5°C segin las técnicas. Una vez

refrigerada la mezcla la técnica que no

afiadié el glicerol previamente lo hace en
este momento.

A esta temperatura, también segun la
técnica utilizada, se espera 0 no un tiempo
llamado «de equilibracién» necesario para
que el espermatozoide se acostumbre al
frio y los fosfolipidos de la membrana
plasmadtica se acomoden (Watson, 1992).
Este tiempo puede variar desde 1 a 5 h
siendo el mas utilizado el de 2 h (Sala-
mon y Ritar, 1982, Deka y Rao, 1986,
Pérez y Mateos, 1994).

El envasado se realiza en la mayoria
de la técnicas en pajuelas de 0,25 6 05
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gelacién y a las variacio-
nes que en el mismo se pueden introducir
(composicion del diluyente, lavado o no,
tasa de enfriamiento, tiempo de equilibra-
cién o no, momento de adicion del glice-
rol, velocidad de congelacién), los resulta-
dos de fertilidad con semen congelado
obtenidos por los distintos autores son
muy diferentes, como se aprecia en el
cuadro I, teniendo en cuenta ademas que
la hembra y el método de inseminacién
utilizado también influyen en estos resul-
tados.

Investigacion actual en
congelacion de semen en Espana

En el Area de Reproduccién Animal

del INIA se han realizado pruebas de
congelacion in vitro. En la raza Verata se
han estudiado varios aspectos como son
las variaciones estacionales de la congela-
bilidad del semen, la cual presentd un
empeoramiento en primavera, con una
disminucion significativa de la motilidad
postdescongelacion con respecto a las
otras estaciones (32% en primavera vs
47% en verano, 50% en otono y 52%
en invierno) (Pintado y col., 1992).

También se estudi6 el efecto de dos
diluyentes de diferente composicién, uno
con leche y otro con yema de huevo co-
mo crioprotectores externos, y se observo
que la yema ejercia un efecto protector
en la refrigeracion mayor que la leche,
aunque debido probablemente a la téc-
nica de lavado la calidad postdescongela-
cién fue mejor en el diluyente a base de
leche ya que esta técnica utiliza una solu-
cion salina para el lavado mientras que
la otra utiliza el mismo diluyente de
yema pero sin el glicerol (Pintado y col,,
1991).

Y por dltimo, también en la raza Ve-
rata, se aprecio que la duracion de la
conservacion en el tiempo (1 diay [, 3,6
y 12 meses) no afectaba a la recupera-
cion de motilidad postdescongelacion
aunque si lo hizo en el caso del porcen-
taje de acrosomas normales. Sin
embargo, éstos resultaron menos dafiados
en el tiempo si se conservaban en el dilu-
yente a base de yema de huevo en vez
del diluyente a base de leche (Pintado y
Pérez, 1992).

Posteriormente se ha estudiado el efec-
to de distintos porcentajes de yema de
huevo y de glicerol en los diluyentes (Pé-
rez y Mateos, en prensa), el efecto de
realizar o no lavado del semen (Mateos y
Pérez, 1994) y el efecto de utilizar o no
tiempo de equilibracién durante la
refrigeracion (Pérez y Mateos, 1994).
Para evaluar los resultados descongela-
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Semen de macho cabrio empaquetado en pajuelas de 0,25 ml preparadas para su congelacion.




mos dos pajuelas de
cada tratamiento y
sometemos al semen a
una incubacién a una
temperatura de 37 °C
durante 6 h, valorando
el porcentaje de motili-
dad, la calidad de movi-
miento, el porcentaje de
acrosomas danados y la
endosmosis positiva a
las 0, 2, 4 y 6 h. Me-
diante esta prueba de
resistencia a una tempe-
ratura proxima a la del
tracto reproductor feme-
nino, vemos qué trata-

miento consigue conser-  |geno liquido.

Tanque utilizado para la conservacion de semen congelado en Nitro-

var la viabilidad del

semen por mas tiempo. Esta prueba nos
da mds informacion que la simple eva-
luacion de la motilidad postdescongela-
cion.

Los resultados mostraron claramente
los efectos beneficiosos del lavado del se-
men (Mateos y Pérez, 1994) y de la apli-
cacion del tiempo de equilibracion (Pérez
y Mateos, 1994). Asimismo se observo

una mejor recuperacion postdescongela-
cién cuando se utilizé el diluyente con un
9% de yema de huevo frente a los por-
centajes del 3, 6 y 12%. El porcentaje de
glicerol utilizado en el diluyente (4 u 8%)
no influyé sobre la calidad de semen des-
congelado (Pérez y Mateos, en prensa).
Por otra parte, estudios realizados en
Murcia con la raza caprina Murciano-Gra-

nadina intentaron encontrar una alterna-
tiva al uso de la yema de huevo utili-
zando caseina de leche, siendo los resul-
tados in vitro postdescongelacion similares
con ambos componentes (Roca y col,,
1993).

Aun queda mucho por investigar para
encontrar un diluyente adecuado que pre-
serve la capacidad fertilizante del semen
de macho cabrio conservado mediante
congelacion, y una técnica de congelacion
que provoque €l menor dano posible a las
estructuras espermaticas.

Serfa muy importante conocer otros as-
pectos como son las variaciones entre ra-
zas y entre individuos en la produccién de
factores perjudiciales como los ya mencio-
nados (lecitinasa, BUIII) en las glandulas
accesorias del macho cabrio. Y, por su-
puesto, se debe seguir avanzando en el es-
tudio de nuevas pruebas para evaluar el
semen tanto fresco como congelado que
nos den una mayor informacion sobre su
capacidad fertilizante. En cualquier caso,
seran las pruebas de fertilidad in vivo las
que dirdn la dltima palabra en cuanto a
la validez tanto del diluyente como del
método de congelacion. B
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