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Introduccién, Hipétesis y Objetivos

1.1. Introduccién

La biodiversidad es el conjunto de toda la vida en nuestro planeta, que
incluye la riqueza de especies, de ecosistemas y de los complejos procesos
ecologicos que relacionan todos estos componentes entre si. La diversidad
biolégica resulta clave para el sostenimiento de la vida tal y como hoy la
conocemos. De ahi que todas las acciones dirigidas a preservar especies y
razas son importantes para evitar que se produzca la pérdida permanente de

su material genético (Souza et al., 2011).

En las dltimas décadas existe una gran preocupacion por el
mantenimiento de la biodiversidad, en un intento de proteger la naturaleza de
la continua agresién que la actividad humana genera sobre nuestro entorno.
Son numerosos los informes sobre la extincidbn de variedades, especies y
razas, tanto en el mundo vegetal como en el animal. Esta agresion sobre la
biodiversidad estad preocupando porque, en definitiva, el futuro de todas las
especies, incluida la humana, depende del equilibro existente en la naturaleza
entre los distintos ciclos o cadenas que componen la vida en general. Ademas,
el actual deterioro de la biodiversidad es en gran parte responsabilidad del ser
humano, consecuencia de factores tales como el cambio climatico, el
crecimiento acelerado de la poblacién, la erosion genética, la transformacion
de los habitats naturales, la sobreexplotacion de especies, la contaminacion de
los ecosistemas, la introduccién de especies invasoras, asi como el uso no

sostenible de los recursos naturales (Holt y Pickard, 1999).

En la segunda mitad del siglo XX surgio la necesidad de abastecer de
alimentos a la poblacion, en una demanda consecuencia de los desastres
producidos por las guerras del medio siglo anterior. En el mundo de la
ganaderia se impulsé el uso de razas altamente seleccionadas con gran
capacidad y velocidad de crecimiento, altos niveles productivos y un
aprovechamiento muy eficiente de alimentos de alto valor biolégico; a lo que se
unioé la introduccién de tecnologia agraria que eliminaba o minimizaba el factor
tierra de los medios de produccion, cayendo en desuso las viejas técnicas

basadas en la fuerza animal como medio productivo. Todo ello en perjuicio de
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las razas locales que, aunque bien adaptadas al medio y a las producciones,
no alcanzaban los rendimientos necesarios para competir con los rendimientos
derivados de las razas mejoradas o de sus cruces; por ello, las razas animales
autoctonas fueron arrinconadas y/u olvidadas, extinguiéndose gran parte de
ellas. Efectivamente, las razas autOctonas estan ya desapareciendo y el
tamafio de la poblacion efectiva de muchas razas de ganado esta por debajo
del umbral que aseguraria su sostenibilidad a largo plazo (Taberlet et al.,
2011). De 7.600 razas de animales de granja existentes, 1.500, lo que supone
el 20%, estan declaradas en peligro de extinciéon. En todo el mundo se
extingue una raza al mes, habiéndose erradicado, en los ultimos 15 afios, unas
190; y en los ultimos 5 afios, han desaparecido 60 razas de cabras, cerdos,

caballos y aves de corral (FAO, 2006).

A patrtir de finales del siglo XX, varias instituciones advirtieron sobre el
problema creado por el uso de un bajo niumero de razas animales en los
distintos programas productivos. En el bovino de leche se da el caso de que
una unica raza (Holstein) produce practicamente toda la leche consumida en el
mundo, y ademas, solo unos pocos toros de ciertas estirpes de ganado frisén
han sido utilizados como reproductores, dado el nivel tecnolégico al que se ha
llegado en la reproduccion dirigida en el ganado bovino. Lo mismo ha venido
ocurriendo en el sector de la produccion de carne porcina o aviaria, donde se
utilizan solo algunas estirpes de menos de diez razas para obtener toneladas
de carne. Segun la FAO, 14 razas de animales de produccion proporcionan
actualmente el 90% de los alimentos consumidos. Todo ello, ha logrado alertar
al mundo cientifico por el peligro que supone el aumento anual de la
consanguinidad y, por ende, la aparicién de efectos genéticos perjudiciales y
potencialmente permanentes como consecuencia de este aumento de
homocigosis en todas las poblaciones. De esta forma aparecen carnes poco
apetecibles; las conocidas como palidas, blandas y exudativas (PSE) ligadas al
gen halotano son una muestra de ello; o el gen Napole, causante del exceso
de humedad en las carnes y productos derivados del porcino. Otras
consecuencias de la consanguinidad provocan alteraciones en la fisiologia

reproductiva de los individuos, tales como una reduccion en el nimero de
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espermatozoides fértiles o en la capacidad de la hembra para mantener
gestaciones normales (Holt y Pickard, 1999).

La importancia de preservar la biodiversidad de nuestro planeta ha sido
ampliamente reconocida y se han propuesto varias estrategias para la
proteccion y conservacion de la flora y fauna del globo, promovidas por
diversos organismos internacionales como la International Union for
Conservation of Nature (IUCN), que publica la denominada “Red List”,
reconocida a nivel mundial, como la mayor aproximacion para la evaluacion del
estado de conservacion de las especies animales y en la que se incluyen por
ejemplo, un total de 5.488 especies de mamiferos. En esta lista, las especies
se clasifican en varias categorias entre las que destacan las de especies
“extinguidas” (extinct), “en peligro de extincion” (endangered), y “amenazadas”
(threatened), considerandose estas Ultimas como aquellas que pueden estar

en peligro de extinciéon en un futuro préximo.

En el marco de la FAO, se esta desarrollando la Estrategia Global para
los Recursos Genéticos de Animales de Granja, encaminada a la conservacion
y utilizacién sostenible de los recursos genéticos de interés agroalimentario,
canalizada a través de diversos acuerdos, mediante el compromiso suscrito
por diversos paises, tras la firma del Instrumento de Ratificacion de 16 de
noviembre de 1993 del “Convenio sobre la Diversidad Biologica” (Rio de
Janeiro, Brasil), de 5 de junio de 1992 y posteriormente, en la “Conferencia
Técnica Internacional sobre los Recursos Zoogenéticos para la Alimentacion y
la Agricultura” de 2007 en Interlaken (Suiza), o la Ultima reunién “14th Regular
Session” de 2013 celebrada en Roma (ltalia), donde se mantenian y
mejoraban las actuaciones de conservacion. Asimismo, en la Unién Europea
(UE) ya se han abordado las bases para orientar las lineas de trabajo en el
mantenimiento de estos recursos genéticos de interés agroalimentario, al
tiempo que se dispone de legislacion comunitaria para garantizar el libre
comercio de los animales de raza y su material genético, y se han armonizado
los criterios para el reconocimiento de las asociaciones de criadores, la
inscripcion de reproductores de raza en los libros genealdgicos, su admision

para la cria y las pautas para el control de rendimientos y evaluacion del valor
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genético de las diferentes especies. En Espafia, esta situacion queda bajo el
amparo legal del Real Decreto 2129/2008, de 26 de diciembre, por el que se
establece el Programa nacional de conservacion, mejora y fomento de las

razas ganaderas.

En la Regién de Murcia, comunidad autbnoma de pequefia dimension,
siempre ha existido una amplia variedad de razas animales, que en muchos de
los casos goza de fama nacional e internacional. La situacion geografica ha
proporcionado a esta region un caracter fuertemente fronterizo, siendo influida
por los distintos reinos que durante siglos fueron sus vecinos; con el reino de
Aragon en el este, donde aun quedan algunos vestigios de su existencia
fronteriza; y los reinos Nazaries en el lado opuesto, con los que siempre hubo
un gran comercio, sobre todo en ganado bovino de traccién y laboreo agricola.
También el Mediterraneo, a través de los puertos de Aguilas, Mazarron y
Cartagena, aporto la influencia de muy distintos paises situados en la cuenca
marina. Finalmente, la pertenencia de Murcia a Castilla la hizo receptora de

todo el conjunto de usos y costumbres del resto de la peninsula Ibérica.

En el area de la ganaderia, durante los ultimos siglos han destacado
como de origen murciano la raza caprina Murciano-Granadina, de aptitud
lechera y productora, ademas, de cabritos de gran calidad gastrondmica; la
oveja Segurefa, que proporciona corderos muy demandados en todo el ambito
nacional. Estas dos razas estan siendo muy utilizadas y actualmente no se
encuentran en peligro de extincion. Otras razas que aun se mantienen en las
areas de produccion ganadera son el cerdo Chato Murciano, productor de
transformados carnicos excelentes y responsable del aporte de materia prima
a la importante industria agroalimentaria desarrollada en el sudeste espaiol; y
que en los ultimos cien afios fue muy demandado, pero que en la actualidad se
encuentra en peligro de extincion, con alguna esperanza de recuperacion por
los programas que se han venido implementando desde finales del siglo
pasado. La gallina Murciana es otro de los recursos genéticos propios en
peligro de la Region que figuran en el Catalogo Oficial de Razas Animales, que
en su dia aportaba alimentos propios de sus aptitudes, produccion de carne y

huevos, y que en la actualidad también se utiliza como ornato por la belleza de
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sus ejemplares. Finalmente, otros recursos raciales como el palomo Deportivo
o de Pica de Murcia, el gusano de seda, el pavo Negro del Mediterraneo vy el
perro Ratonero, junto con la raza bovina Murciano Levantina, de la que trata
este estudio, completan el elenco de razas animales que conforman el
patrimonio genético ganadero de Murcia, fruto del esfuerzo de los huertanos y
labradores de todas las comarcas de nuestra region (Poto y Peinado, 1999).

La raza bovina Murciano Levantina (ML) (Fig. 1), como se ha comentado
anteriormente, también forma parte de los recursos genéticos con origen en
Murcia, habiendo sido muy estimada por su aptitud como animal traccionador
en las labores agricolas y de transporte de mercancias. Con la llegada, en la
segunda mitad del siglo XX, de la tecnologia agraria avanzada fue
abandonandose su uso, siendo postergada como recurso genético, puesto que
otras posibles aptitudes no fueron competitivas con las grandes razas
productoras de leche y carne del sector bovino. Por lo tanto, y mientras
continle esta situacion, se ha incluido esta raza en el Catalogo Espariol de
Recursos Genéticos Animales estando dentro del grupo de razas amenazadas
o en peligro de extincion. También se encuentra en el sistema informatico del
Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, conocido como
ARCA, donde se le considera como raza en punto critico de extincién, con un
censo mantenido cercano a los 60 ejemplares (Poto et al., 2011).

Figura 1: Toro de raza ML.
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En los dltimos diez afios se han realizado varios proyectos de
conservacion de la raza ML, tanto in vivo como in vitro, en un intento de
combinar las actividades de los animales mantenidos en pequefias
explotaciones, con la obtencién de muestras de gametos dirigidos al Banco de
Germoplasma de la raza ML. Ademas, estos proyectos han venido
implementando técnicas novedosas para su aplicacion en el mantenimiento
eficaz in vitro de espermatozoides para su utilizacion en el programa de
conservacion in vivo mediante inseminacion artificial (IA) y el estudio de
nuevas alternativas en el uso de estos gametos que en el futuro puedan
requerirse, como son: la disminucién del nimero de espermatozoides utiles por
dosis para destinarlos a fecundacion in vitro (FIV), la recongelacion de dosis
seminales que permitan aplicar las técnicas de separacion de sexo en los
gametos masculinos y, como técnica de predicciéon de la fertilidad de las dosis
almacenadas en el Banco de Germoplasma de esta raza bovina (Poto et al.,
2011).

1.2. Hipotesis

El Banco de Germoplasma de la raza bovina ML contiene material
genético suficiente para realizar acciones de conservacion in vitro que permitan
en la actualidad mantener esta raza in vivo mediante IA en las granjas de los
criadores, o bien recuperarla en el futuro en caso de pérdida o extincion de los
animales vivos. Este material genético se mantiene criopreservado mediante
almacenamiento en contenedores de nitrégeno liquido (N.L), al que se le han
aplicado diversas técnicas convencionales de prediccion de su fertilidad. Por
varias razones, entre las que destacan las de tipo econdémico, se hace
necesario disminuir la cantidad de dosis seminales, manteniendo la posibilidad

de recuperar la raza de forma objetiva, en el momento que se desee.

Mediante la aplicacion de técnicas de recongelacién seminal se pueden
mantener in vitro espermatozoides manipulados por diversas técnicas
destinadas a aumentar la eficacia de los procesos de recuperacion racial,
como es la utilizacion de dosis seminales de espermatozoides sexados. Con

ello, el tiempo de recuperacién racial y el mantenimiento de dosis seminales se
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veran reducidos a la mitad con la consiguiente disminucién del gasto. Ademas,
los toros con mejor fertilidad in vitro a la recongelacion seran los que presenten
mejores resultados en el proceso de IA con semen congelado. Pudiendo ser
los sementales catalogados e indexados segun los parametros del

espermiograma del semen recongelado.

Por lo tanto, la aplicacion de técnicas de recongelacion en
espermatozoides manipulados por técnicas actualizadas como por ejemplo, la
citometria de flujo, pueden mejorar las condiciones de mantenimiento del
Banco de Germoplasma de la raza bovina ML con la consiguiente reduccién de

los costes derivados de su mantenimiento a largo plazo.

1.3. Objetivos

Son varios los objetivos que se pretenden con la puesta a punto de este
estudio, pero el objetivo general es el de asegurar el mantenimiento del
recurso genético, Raza Bovina Murciano Levantina, mediante la recongelacion

de espermatozoides procedentes de toros de la raza ML.

Como objetivos especificos para la conservacion de la raza ML,

tenemos:

1) El estudio de la recongelacion de espermatozoides descongelados

como técnica predictora de fertilidad de dosis seminales de ganado bovino ML.

2) La puesta a punto de una técnica de recongelacion que permita la
criopreservacion de dosis seminales descongeladas, a las que se le aplique un

manejo tecnoldgico que permita mejorar alguna de sus cualidades.

Es necesario comentar que al encontrarse la raza ML en un punto critico
de extincién, el nimero de ejemplares utilizados en este estudio es limitado,

ademas de no ser contemporaneos entre ellos.
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Parte de los resultados que aqui se presentan han sido publicados
parcialmente en revistas y presentados a diversos congresos nacionales e
internacionales, referenciados en el manuscrito. De igual manera, se debe
constar que la realizacion de esta Tesis Doctoral ha sido posible gracias a la
obtencion de ayudas en diversos proyectos y, en concreto, al financiado por el
Ministerio de Economia y Competitividad, bajo la coordinacion del Instituto
Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) (Ref.
RZ2010-00003-C02), proyecto coordinado entre el Equipo de Mejora Genética
Animal del Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y
Alimentario (IMIDA-Murcia) y el Grupo de Investigacion “Fisiologia de la

Reproduccion” de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia.
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2.1. Antecedentes de la conservacibn y mantenimient o de la
Biodiversidad

La Biodiversidad o diversidad biolégica es, segun el Convenio
Internacional sobre la Diversidad Biologica, el término por el que se hace
referencia a la amplia variedad de seres vivos sobre la Tierra y los patrones
naturales que la conforman, resultado de miles de millones de afos de
evolucion segun procesos naturales y también de la influencia creciente de las
actividades del ser humano. La biodiversidad comprende igualmente la
variedad de ecosistemas y las diferencias genéticas dentro de cada especie
que permiten la combinacién de multiples formas de vida, y cuyas mutuas
interacciones con el resto del entorno fundamentan el sustento de la vida sobre

el planeta.

El término «biodiversidad» es wuna traduccion literal del inglés
«biodiversity», y a su vez, es la contraccion de la expresion «biological
diversity», utilizada por primera vez en 1986 en el titulo de una conferencia, en
la National Forum on BioDiversity, convocada por W.G. Rosen, a quién se le

atribuye la idea de este concepto.

La biodiversidad la encontramos dividida entre los reinos vegetal y
animal. El estudio que aqui presentamos es relativo a una pequefia pero muy
importante parte de ese biodiverso mundo animal, el referido a los animales de
granja o de abasto, a los animales destinados a satisfacer otras necesidades
no alimenticias de los humanos como son las mascotas, a los animales de
defensa y guarda, y a los dedicados a eventos deportivos. Dentro de este
grupo biodiverso se encuentran las diferentes razas animales especializadas,
adaptadas y seleccionadas con intervencion humana para las producciones

ganaderas.

. A mediados del siglo XX se celebran diversas reuniones en Chicago y
Bolonia, Simposio de Recursos sobre Germoplasma y 22 Conferencia Europea
Avicola, respectivamente (Rodero et al., 1994). El proceso de preocupacion y

llamada de atencién sobre la pérdida de razas animales, tiene su apogeo en los
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afios ochenta y noventa del pasado siglo por iniciativa de la Organizacion para
la Alimentacién y la Agricultura, dependiente de Naciones Unidas (FAO). Este
proceso culmina con la firma del protocolo de la Conferencia de la
Biodiversidad (Rio de Janeiro, 1992); protocolo aprobado por los jefes de
estado de 108 paises, al que se adhirieron con su firma mas de 150 paises; en
la actualidad, 192 paises han ratificado ya dicho convenio.

Existen razas en riesgo que en otro tiempo fueron imprescindibles para
la produccidon en medios rurales, riesgo que se centra en la consanguinidad por
tratarse de poblaciones muy pequefias con apareamientos familiares. Las
alteraciones que se producen ponen en situacion critica a las razas animales vy,
por tanto, a la biodiversidad, comprometiendo asi los sistemas productivos. Por
ello, resulta necesario mantener y conservar los recursos genéticos animales,
no solo por lo descrito anteriormente, sino también por otras consideraciones

tan 0 mas importantes, como son las referidas por Orozco (1985):

1. Consideraciones de tipo cultural: Las razas conservadas a lo largo del
tiempo son valiosos recuerdos de la naturaleza y la cultura. Hace mas de
40.000 afios que comenzaron a domesticarse los animales, y este proceso ha

dejado una cantidad ingente de material de estudio histérico y tecnoldgico.

2. Consideraciones biolégicas: Las razas han sido hechas por el hombre,
de forma consciente o inconsciente, aunque con la intervencion del medio,
actuando a través de la seleccion natural; y es por esto, por lo que soélo se
habla de raza en el caso de animales domésticos. La conservacion reduce el
riesgo de la pérdida de genes, mantiene la variabilidad y flexibilidad genética y,

finalmente, supera los limites de la seleccion.

3. Consideraciones de tipo practico: Conservando y utilizando en el
momento adecuado se produce una mejora selectiva de animales,
obteniéndose ejemplares més adaptados al medio, cubriendo las necesidades
futuras y cambiantes de los consumidores, mediante cruzamientos con razas
mejoradas, innovando productos y buscando genes de mayor interés para otras

producciones.
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4. Consideraciones de tipo cientifico: La conservacion posibilita la
investigacion de los hechos evolutivos y se da paso a una eficaz estimacion del
progreso genético. Los recursos genéticos son un buen material de estudio en

el area de la ensefanza.

La conservacion de los recursos genéticos tiene diversas posibilidades
segun el entorno donde se ubique el material genético a conservar
(Oldenbroek, 1999). Si el recurso son animales vivos que son explotados por
los ganaderos en el mismo ambiente en el que siempre han sido utilizados, y
donde expresan las aptitudes que les caracterizan, entonces se habla de

conservacion in situ.

Cuando los criadores o ganaderos ya no son los que manejan la raza
porque las circunstancias la han hecho poco rentable o las aptitudes
productivas que las caracterizan ya no son demandadas por los consumidores,
se hace imprescindible la conservacién en parques o zooldgicos, fuera de los
lugares habituales donde se obtenian sus producciones, siendo aprovechados
estos recursos genéticos como material didactico de tipo cultural, historico o

ecologico. En este caso se denomina conservacion ex situ in vivo.

Existen casos en que la poblacién animal es tan vulnerable desde el
punto de vista numeérico que se hace imprescindible la utilizacion tecnoldgica
de la criopreservacion. Esta puede ser realizada a partir de células haploides
(espermatozoides y ovocitos) o de recursos diploides, como es el caso de la
congelacion de embriones; a este sistema se le conoce como conservacion ex
situ in vitro. Los organismos internacionales (FAO, 1998) estan aconsejando
que para la preservacion de una raza se combinen varios tipos (in vivo, in vitro);
ademas, estos sistemas son acompafiados del almacenamiento de material

genético de dichas razas (ADN, células somaticas, etc.).
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2.2. La Biodiversidad de los animales domésticos en la Region de Murcia

Casi todas las especies ganaderas tienen su representante racial en la
cabafia murciana, siendo su grado de aportacion a la produccion final agraria
muy distinta, tanto seguin su grado de utilizacion como el momento en que se
utilizaron. Siguiendo la importancia en la produccién final ganadera de la
especie de referencia, vemos que el ganado porcino estuvo representado por
dos razas que se conocen originarias de Murcia: el cerdo Murciano Primitivo,
raza desaparecida en la década de los afios sesenta, perteneciente al tronco
Ibérico, también conocido como cerdo Negro del Mediterraneo, cerdo Gabano o
Pintado, segun fuera el color de la variedad (negro o con pintas rojas). De estas
variedades surgi6 el cerdo Chato Murciano por cruces con recursos genéticos
porcinos traidos del exterior a principios del siglo XX (Panés, 1916; Peinado et

al., 2001; Poto et al., 2002). Esta ultima raza esta en peligro de extincion.

Los pequeinos rumiantes tienen varios representantes raciales: la raza
ovina Segurefia, animal muy demandado en carniceria por la calidad de su
carne y por los productores de ovino de Murcia, pues al tratarse de una regién
muy arida y con baja pluviometria, esta oveja aprovecha eficazmente los
elementos fibrosos de los escasos pastos presentes en un terreno
climatolégicamente dificil; también se encuentran bastantes ejemplares de la
raza ovina Montesina, pastando en las zonas de bajo monte de la comarca del
Noroeste. Dentro de este grupo de pequefios rumiantes, la cabra Murciano
Granadina, originada en el sudeste espafol, se presenta como un producto
genético inigualable por sus altas producciones de leche, aportando una
materia prima de gran calidad a la industria quesera surgida en Murcia al
amparo de la demanda de consumidores exigentes de los derivados lacteos. La
carne de cabrito es también muy estimada en todo el sureste. Estas razas de

rumiantes contribuyen positivamente a la balanza econdmica de la ganaderia.

La avicultura también tiene sus representantes genéticos en Murcia. La
gallina Murciana, que en el pasado suministré elementos proteicos (carne y
huevos) suficientes a las familias huertanas, se encuentra en la actualidad

desplazada por los hibridos aviarios procedentes de las empresas
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multinacionales de genética (Galian et al, 2006). De igual manera se encuentra
el pavo Negro del Mediterraneo, muy demandado en las pedanias de la Huerta
Murciana para el consumo de su carne en platos de gran tradicion (Almela et
al., 2008a). Finalmente, el palomo Deportivo 0 de Pica, muy utilizado en
eventos deportivos de relevancia en todo el levante, completa el elenco avicola
autoctono (Almela et al., 2008b; Duchi et al., 2009).

El mundo canino también tiene su lugar con la raza Ratonera de Murcia,
qgue en los ultimos afios se intenta recuperar por las sociedades caninas, que
hacen un esfuerzo por mantener este recurso genético Util en las tareas de
lucha contra los roedores. Otra especie que se utilizé en tiempos no muy
lejanos, es el gusano de seda, actualmente estudiado como recurso autéctono;
se cuenta ademas con varios representantes en el campo de la helicicultura,
demandados para su uso en platos tipicos del area geogréfica proxima al

Mediterraneo.

Finalmente, hemos dejado para el ultimo lugar a la raza objeto de este
trabajo, la raza bovina Murciana Levantina (ML), dedicandole un apartado de

mayor consideracion.

2.3. Historia de la raza bovina Murciano Levantina

Entre el grupo de animales originarios de Murcia destaco la raza bovina
ML, de gran interés debido a la aptitud como animal de traccién (Fig. 2),
destinada a la realizacion de trabajo tanto en el ambito rural como en el urbano.
Asi, se utilizaron en las labores de arado de los campos arroceros del norte de
Murcia, sobre todo por la variedad racial conocida como Calasparrefia. En la
huerta se utilizo otra variedad de menor talla y especializada en las tareas de
acondicionamiento del terreno bajo el arbolado, sobre todo en los citricos,
ademas del arado de huertos y transporte de frutas y hortalizas; era la variedad
Cristiana o Huertana. En las comarcas mineras se desarroll6 otra variedad
denominada Almazorefia, cuya mision fue la del transporte de aperos de mina y
de minerales. En el campo lorquino y en las huertas cercanas a la ciudad de

Lorca se tenia otra variedad orientada a las tareas agricolas, tanto de regadio
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como de secano, que fue conocida con el nombre de vaca Lorquina. Algunos
autores encuentran otra variedad utilizada en las zonas de sierra del norte de
Murcia, conocida como vaca Serrana, aungque esta Ultima no esta claro que
pertenezca a la raza (Panés, 1916; Sotillo y Serrano, 1985; Rodero et al., 1994;
Poto y Peinado, 1999; Peinado et al., 2002a, b).

Figura 2. Dos parejas de vacas ML en labores de arrastre en festejos

populares del siglo pasado.
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Las vacas de raza ML que aun quedan (Tabla 1) son utilizadas en
festejos populares (Fig. 3), patrocinados por ayuntamientos y asociaciones
culturales, contribuyendo asi al mantenimiento de los escasos ejemplares de la
raza y a la difusion de su conocimiento entre las personas que asisten a dichas
actividades (Barajas et al., 2004).

Tabla 1. Evolucion del n° de ejemplares de la raza ML (Sanchez, 1984; 2002).

Afio N° de cabezas
1916 60.793
1955 15.600
1980 125
1988 60
1991 70
1997 36
2002 34
2009 36
2010 56

Figura 3. Vacas ML durante una

romeria en la actualidad.
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El prototipo de la raza bovina ML esta definido en el BORM N° 132, de
11 de junio de 2010, Decreto n° 129/2010, de 4 de junio, del Consejo de
Gobierno, por el que se aprueba la reglamentacion especifica del Libro
Genealdgico de la raza bovina ML, donde se deben incluir animales con

caracteristicas definidas en esta norma.

2.4. Programa de mejora y conservacion de larazab ovina ML

La situacion genética en que se encuentra la raza ML hace que las
instituciones oficiales la mantengan en situacién de proteccién especial y que
todos los ejemplares sean sometidos a un programa de conservacion segun lo
estipulado en el RD 2129/2008, por el que se establece el Programa Nacional
de Conservacion, Mejora y Fomento de las Razas Ganaderas. Para esta raza,
el programa es el que a continuacién se resume, y se puede encontrar en
extenso en la aplicacion informatica ARCA del Ministerio de Agricultura,

Alimentacion y Medio Ambiente.

El objetivo del programa es conservar y recuperar la raza bovina ML,
dado que es un recurso genético animal insustituible. En su dia, no tuvo
competencia en las tareas y aptitudes que hicieron famosa esta vaca. Ademas,
es un patrimonio genético ganadero que hemos de entregar a las generaciones
futuras (Almela et al., 2011; Poto et al., 2011).

Como objetivos especificos, el programa dispone:

- Aumento del n°® de ejemplares de raza pura que aun permanezcan,
criandolos en las explotaciones de nacimiento y/o vendiéndolos a
nuevos criadores con posibilidad de tener una explotacion con registro

oficial (conservacion in situ).

- Mejora continua del Banco de Germoplasma con intercambio de
material genético hacia las granjas de los criadores (conservacion in

Vitro).

- Disminucion de la consanguinidad con apareamientos intraraza e

interrazas controlados.
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Los criterios de conservacion en la raza ML son los siguientes:

- Se criaran y conservaran in situ todos los ejemplares de la raza que se

ajusten al prototipo racial y puedan ser incluidos en el Libro Genealdgico.

- Se conservara el semen procedente de todos los toros que posean
caracteristicas raciales y que se tenga la certeza del porcentaje racial
gue presentan debido a sus ascendentes. Estimandose que, como
minimo habran de tener el 75% de genes de la raza. Es decir, un/a
abuelo/a de la raza, la madre con el 50% y el padre 100% de genes de

la raza.

- Disminucidn de la consanguinidad mediante el cruce o IA de individuos

lo mas alejados posible, desde el punto de vista genético.

- Conservacion de gametos de ambos sexos y embriones fecundados in

vitro.
- Mantenimiento de un plantel de animales vivos de pura raza.

- Aumento del n® de ejemplares mediante la absorcion de otras razas de
caracteristicas parecidas a la ML.

Dado que el censo es menor de 100 animales, las ganaderias
colaboradoras seradn todas las de Murcia y provincias limitrofes que en el
momento de la puesta a punto del programa posean ejemplares con genes de

esta raza.

2.4.1. Banco de Germoplasma

El banco de Germoplasma de la raza ML contiene actualmente 7280
dosis de semen perteneciente a 13 toros distintos, estando repartido en dos
lugares diferentes y distantes, en concreto: el Departamento de Reproduccion
Animal (INIA, Madrid) y el IMIDA (Murcia), bajo la responsabilidad del Equipo
de Mejora Genética Animal (Galian et al., 2010). La eficacia reproductiva de
estas dosis seminales es muy desigual, dependiendo de si la aplicacion de las
mismas se realiza en animales pocos o0 muy emparentados. Esta fertilidad se

sitia entre el 30% y el 50%, respectivamente, segun se trate de animales de la
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raza o de animales cruzados sometidos a retrocruce genético para aumentar

las caracteristicas raciales de la descendencia (Galian et al., 2010).

En cuanto al n° de embriones conservados en banco de germoplasma,
es muy escaso (170 embriones), limitAndose a embriones obtenidos de
ovocitos procedentes de ovarios de matadero (principalmente, razas Retinta y
Limousin), sometidos a maduracién y fecundacion in vitro con semen del banco
de germoplasma. Finalmente, el embridon obtenido in vitro se crioconserva
(congelacién o vitrificacion) consiguiéndose una media de genes del 50% de

los caracteres raciales en los embriones (Galian et al., 2010; Poto et al., 2012).

Debido al punto critico en que se encuentran los escasos ejemplares de
la raza, se hace necesaria la ampliacion e incremento cualitativo y cuantitativo
de los gametos, y aunque el n° de dosis almacenadas pudieran ser suficientes,
existe un n° muy pequefio de toros donantes, lo que disminuye las
posibilidades de almacenamiento de toda la variabilidad genética racial.
También son insuficientes el n® de embriones en pureza racial en el banco de
germoplasma y su posible aplicacion en vacas receptoras. Tal es asi, que se
ha puesto a punto la técnica de recogida de ovocitos directamente de
reproductoras vivas, técnica conocida como Ovum Pick-Up (OPU), donde la
extraccion directa de los ovocitos del ovario de las reproductoras durante varias
semanas y sometidos a procesos de maduracion in vitro (MIV), fecundacion in
vitro (FIV) y produccion in vitro de embriones (PIV), mejora sustancialmente las
posibilidades de recuperacioén racial (Ruiz et al., 2013).

Este incremento de las dosis de gametos almacenados en N,L
(conservacion in vitro) supone un incremento de los costes de conservacion
racial, cuestion que en la actualidad seria mal recibida por las autoridades
presupuestarias. Sin embargo, la manipulaciéon de las cerca de 7000 dosis
seminales dirigidas al sexado de los gametos, podria reducir a la mitad los
gastos de almacenamiento, dado que la aplicacion de técnicas como la
citometria de flujo, entre otras, nos permitiria conservar de cada toro
solamente, aquellas dosis seminales que contengan el cromosoma X, y unas

pocas con el cromosoma Y (Poto, 2012).
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2.5. Conservacion del semen bovino

2.5.1. Manejo de sementales bovinos

El manejo de los animales comienza muy temprano, con su ubicacién en
unas comodas, amplias e higiénicas instalaciones que permitan a los animales
el desarrollo armonico y la expresion de sus caracteres instintivos sexuales. La
alimentacion debera constar de elementos proteicos y energéticos suficientes
para la construccion organica y mantenimiento de la actividad vital. De igual
modo, debera estar equilibrada la composicion vitaminico-mineral de la dieta, y
con gran vigilancia de la composicion en vitaminas liposolubles y minerales
como el calcio, magnesio, fésforo y, principalmente zinc, entre otros. Las
instalaciones deberan controlar también la temperatura ambiente, huyendo de
la exposicion al frio y calor extremos, asi como de la humedad excesiva,
situaciones contraproducentes para la produccion espermatica (Angelino,
2009).

Existen directivas europeas que impiden la utilizacibn de sementales
bovinos que padezcan enfermedades infecto-contagiosas como tuberculosis,
brucelosis, leucosis bovina, perineumonia bovina, rinotraqueitis bovina
infecciosa, diarrea virica bovina, tricomoniasis y campilobacteriosis (Directiva
88/407/CEE).

No siempre pueden encontrarse sementales criados bajo normas de
manejo adecuado, especialmente cuando la raza esta en peligro de extincion.
A veces se encuentran animales que no han expresado totalmente sus
aptitudes debido a las instalaciones, alimentacibn y manejo sanitario
inadecuados. Ante la rapidez con la que es necesario actuar, estos animales
también son elegidos como reproductores a pesar de que los resultados finales
no son los que se esperan para un semental perfectamente manejado,
guedando a la espera del desarrollo de los hijos del ejemplar en cuestion, si es
que da tiempo para ello. Esto redunda en la baja fertilidad obtenida en la

aplicacion de las diferentes técnicas reproductivas, complicandose a su vez con

21



Revision Bibliografica

la alta consanguinidad que suelen presentar los animales en peligro de
extincion (Poto, 2012).

2.5.2. Sistemas de recogida de semen

Dentro de un programa de criopreservacion e IA, la obtencion de
muestras seminales es el primero de los pasos. Esta primera fase es
fundamental para la obtencién de muestras de calidad optima, asi como para la
adecuada utilizacion de los sementales. La obtencion de semen mediante el
empleo de una vagina artificial es el método mas comun en la mayoria de las
especies domesticas. Sin embargo, la aplicacion de este método requiere

entrenamiento (Angelino, 2009).

Otro método utilizado para la extraccibn del semen de toro es la
electroeyaculacion, sistema que consiste en la aplicacion de una serie de
estimulos eléctricos, mediante el empleo de uno o0 mas electrodos, variando la
secuencia, el n° y la magnitud del estimulo. La electroeyaculacién se basa en la
estimulacién de las vias nerviosas involucradas en el reflejo eyaculatorio o de
los nervios motores que inervan las glandulas genitales accesorias y la uretra
(Poto, 2012).

2.5.2.1. Vagina artificial

La vagina artificial (VA) intenta simular las condiciones del aparato
genital femenino en situacion de estro. Antes de recolectar el semen se deben
tener en cuenta dos aspectos importantes: la higiene y el estimulo del semental
(Poto et al., 2006b).

El método mas préactico para estimular al toro es la llamada “monta
falsa”, y consiste en dejar que el semental realice la monta sobre el sefiuelo de
forma que se desvia el pene retirando con la palma de la mano la piel del
prepucio sin introducir el pene en la VA. Tras algunos segundos de intento de
busqueda de la vagina sin éxito, el animal desciende. Es en el siguiente intento

de monta cuando se desvia el pene hacia la entrada de la VA, lo que deriva en
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gue rapidamente el toro realiza un “golpe de rifidn”. La monta falsa en el bovino
aumenta la calidad del semen en cuanto a volumen, concentracion espermatica
y motilidad (Poto et al., 2006a).

2.5.2.2. Electroeyaculacion

Los electroeyaculadores actian estimulando los nervios pélvicos
simpaticos y parasimpaticos mediante impulsos de bajo voltaje y amperaje; lo
gue produce la ereccion peneana y por tanto, la eyaculacion. La sonda rectal
del electroeyaculador se lubrifica y es introducida por el ano en la region rectal
hasta ocupar la cavidad pélvica. La eyaculacion se consigue gracias al estimulo
de los nervios simpaticos lumbares (hipogastrico) en la parte mas anterior de la
cavidad pélvica. Los nervios sacros que causan ereccion y eyaculacion estan
localizados en la parte posterior. El estimulo producido ha de ser intermitente,
constante, y su intensidad debera aumentarse gradualmente hasta que se
produzca la eyaculacion. El semen sera recolectado colocando el embudo con

el tubo colector en la punta del glande del pene (Poto et al., 2006a).

2.5.2.3. Lavado del epididimo y vias deferentes

El lavado del epididimo y las vias deferentes es un método de
recuperacion de espermatozoides alternativo que permite obtener
descendientes mediante 1A o FIV, de toros genéticamente valiosos que hayan
muerto de forma inesperada. Por tanto, podriamos decir que la recoleccion de
espermatozoides de la cola del epididimo es otro método para perpetuar la
calidad genética de toros postmortem, dado que los espermatozoides que alli

se encuentran tienen capacidad fecundante (Reyes Moreno et al., 2000; 2002).

Los espermatozoides epididimarios se recolectaran segun los siguientes
protocolos: recoleccion mediante lavado epididimario, desmenuzamiento del
epididimo y el método mixto que involucra los dos protocolos anteriores. En
definitiva estos métodos consisten en el lavado de los espermatozoides que
quedan en el tubo epididimario con la ayuda de un liquido adecuado a las

caracteristicas fisico-quimicas del fluido a extraer. En el primer y ultimo de los
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casos se hace pasar el liquido de lavado a presion por el interior del tubo,
mientras que en el segundo se realiza el corte y desmenuzamiento de todo el

tubo epididimario diseccionado, lavandolo a continuacién (Matéas et al., 2010).

2.5.3. Valoracion del eyaculado bovino

El conocimiento de la fertilidad o de la capacidad fecundante de cada
toro es uno de los principales objetivos en la produccion de semen bovino. De
una cuidadosa valoracién de la fertilidad dependera la utilizacion futura del
material seminal y el grado de aprovechamiento de los eyaculados obtenidos a
lo largo de su vida reproductiva. Es decir, las dosis producidas por eyaculado
estan en funcion del n® de espermatozoides viables y, en definitiva, de su

mayor o menor rentabilidad.

Muchos investigadores en el area de la reproduccién animal estan
tratando de disefar el “analisis seminal ideal”, que valore adecuadamente y
prediga la fertilidad de una muestra seminal. El analisis de semen ideal seria
aquel que de forma sencilla y eficaz permitiera predecir la capacidad
fecundante de un eyaculado concreto. Las cualidades que deben tener los
espermatozoides de un eyaculado fecundante son: motilidad progresiva,
morfologia normal, metabolismo energético activo, capacidad para desarrollar
una motilidad hiperactivada, integridad estructural y funcionalidad de Ila
membrana, integridad de las enzimas asociadas con la fecundacion, capacidad
de penetracion y transferencia Optima del material genético (Hidalgo et al.,
2005). Cabe destacar que hasta el momento no se ha conseguido un método
de evaluacioén seminal in vitro, que al utilizarlo solo o en combinacién con otros
sea capaz de predecir de forma segura la capacidad fecundante de una
muestra de semen. Por ello, para considerar a un toro como apto desde el
punto de vista reproductivo, asumiendo que es un animal clinicamente sano,
este debe cumplir con tres requisitos basicos: buena libido, buen estado clinico
reproductivo y buena calidad espermética. La evaluacion del semen es un
elemento importante para la certificacion de la aptitud reproductiva en un toro
(Garcia, 2013).
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2.5.3.1. Valoracion macroscopica: color, olor y volumen

La evaluacidbn macroscopica del semen debe incluir los parametros

siguientes: color, olor y volumen (Morillo et al., 2012).

- Color: generalmente, el semen bovino es de color blanco. Las muestras
mas densas seran de color y aspecto mas cremoso, mientras que las mas
diluidas seran de aspecto lechoso y hasta completamente claro y transparente,
como es el caso de aquellos animales con oligospermia o azoospermia. En la
tabla 2 se muestra la relacion entre el color del semen recolectado y su
concentracion (esp/ml). En algunos toros se pueden observar eyaculados de
color amarillento; esto se corresponde con un pigmento llamado riboflavina que
se produce en las glandulas seminales y que es inocuo. También se puede
observar una coloracién rojiza, la cual indica la presencia de sangre fresca,
mientras que un color pardo sefiala la presencia de sangre mas vieja
(hemolizada), denominandose ambos tipos como hemospermia. Una coloracion
gris indica suciedad. Los eyaculados con muy pocos espermatozoides tienen
una coloracién amarillo-verdosa. Circunstancialmente puede aparecer en el

semen fléculos de pus, indicio de una infeccion en los genitales masculinos.

Tabla 2. Relacién entre el color del semen recolectado y su concentracion (esp/ml)
(Rosemberger, 1981).

Color Concentracion espermatica
(esp/ml)
Blanco cremoso = 1000000
Blanco lechoso 800000 - 600000
Blanco acuoso < 50000

- Olor: las muestras de semen recogidas higiénicamente de toros sanos
y fértiles tienen un olor catalogado como sui generis, es decir, un débil olor

aromatico como a yema de huevo. Son motivo de rechazo un olor urinoso o
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putrido, que se produce tras una contaminacion de la muestra con materia

fecal, por ejemplo.

- Volumen: Se ha sefialado, basado en experiencias con VA, que el
eyaculado de un toro joven tiene en promedio un volumen mayor a 2 ml,
mientras que un toro adulto tiene un volumen mayor a 4 ml. Las pruebas con

electroeyaculador indican. valores normales volumenes superiores a 5-7 ml.

La concentracion espermatica varia en funcion de la especie, edad, raza,
estado fisiolégico del individuo, método de recoleccion, estado nutricional,
frecuencia de la recoleccidn, excitacion sexual, época del afio y peso vivo del

animal y con el volumen total del semen recolectado.

Cuando se obtiene un segundo eyaculado a los 15-20 min después del
primero, puede llegar a ser mas voluminoso, pero esta diferencia podria no
existir en el caso de una muy buena excitacion antes de la primera recoleccion.
En general, los animales bovinos de razas lecheras dan un eyaculado de

mayor volumen que aquellos de raza carnicera (Muifio et al., 2006a,b).

También es sabido que con el uso de la electroeyaculacion, el volumen y
la densidad del eyaculado sufren variaciones, que no han de ser consideradas
como alteraciones en la produccion de semen del animal (Vera, 2011).

2.5.3.2. pH

El test de pH, generalmente, se incluye en los analisis de rutina como un
parametro orientador. El pH viene dado por el resultado de las secreciones
acidas provenientes de la prostata y las secreciones alcalinas de las vesiculas
seminales (Morillo et al.,, 2012). El liquido seminal tiene un pH alcalino,
oscilando entre 7'2 y 8. El pH en el semen del toro oscila entre 6’6 y 6’9 hasta 7
como valor normal. Si el pH excede de 8 se puede sospechar de algun tipo de
infeccion y probablemente, en ese caso, disminuya la secrecion de productos
acidos de la prostata, como el acido citrico. Se pueden registrar también

valores de pH anormales en el caso de eyaculacion incompleta. Valores de pH
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extremadamente acidos (<6'5) se encuentran en casos de agénesis u oclusién
de las glandulas vesiculares. La determinacion del pH debe hacerse

relativamente pronto porgue se va alcalinizando con el tiempo.

2.5.3.3. indices bioquimicos

Los estudios bioquimicos del semen se desarrollaron con el fin de medir
de forma objetiva la calidad del semen, pero tienen como limitacion los
requisitos de tiempo, instrumentacién y de personal especializado que los
hacen costosos. Aun cuando estos ensayos son una medida més objetiva de la
muestra seminal, las correlaciones con la fertilidad obtenidas hasta el momento
no han sido muy consistentes (Graham et al., 1980; Jeyendran et al., 1989), por
lo que la utilizaciébn de estas técnicas ha quedado relegada a los estudios

experimentales.

Se han estudiado los procesos metabolicos del semen, realizando
analisis enzimaticos y cuantificando los constituyentes quimicos del semen y
del plasma seminal (Gadea, 1997). Pero todos estos estudios son poco
eficaces en cuanto a lo oneroso de su ejecucion y la poca informacion que

proporcionan.

2.5.3.4. Concentracion espermatica

Existe una variabilidad muy grande en la concentracion de un eyaculado
a otro, y de un toro a otro, siendo importante conocer el n°® de espermatozoides
por eyaculado, ya que de este parametro depende el n° de dosis seminales que
se obtendran. Asi, Hafez y Hafez (2000) aportan datos de concentracion de 2 x
108 esp/ml en toros jovenes y 1’8 x 10° esp/ml en adultos. Herrick y Self (1965)
mencionan que toros de alta fertilidad deben de tener concentraciones entre 0’8
y 2 x 10° esp/ml; Orji et al. (1984) ofrecen medias de 2'16 x 10° esp/ml; Marin
(1994) de 0'3-2 x 10° esp/ml y Hunter (1987) de 1'2-1'8 x 10° esp/ml. Existen
diferentes métodos para determinar la concentracion espermatica en el semen.
Una forma puede ser la utilizacion de hemocitometros (Neubauer, Thomas-Zeib

y Biirker-Turk) (Vallecillo, 2011). Estas se basan en realizar una dilucion (1:100;
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1:200) de la muestra de semen con solucion salina formolada, para finalmente
observarse en un microscopio 6ptico (40 X). Otro procedimiento técnico para
determinar la concentracion espermatica es mediante fotometria. Encontramos
equipos que miden la concentracién del semen puro (Spermacue®, Minittibe,
Alemania) a partir de una gota (5 ul), asi como los que miden la muestra por
opacidad (Accucell®, IMV, Francia). La valoracion de la opacidad mostrada por
una muestra de semen requiere la dilucion en solucion salina formolada o

suero fisiolégico (Contri et al., 2010).

La posibilidad de estudiar adecuadamente la concentracion espermatica
es un factor importante, tanto en el &mbito de la investigacion androlégica como
en la aplicacion en el campo de la IA. Las técnicas mas utilizadas son el
recuento en camaras hemocitométricas y la utilizacion de espectrofotometros,
ya que los contadores de particulas, los métodos fluorométricos y los sistemas
de andlisis de semen asistidos por ordenador son mas complejos y lentos. El
primero de ellos es el mas utilizado por su bajo coste y su alta precision, ya que
se realiza una medicién directa del n°® de espermatozoides presentes en una
camara de volumen conocido. Aln siendo el método mas preciso, presenta
elevados coeficientes de variacion (£10%) entre replicados (Pace, 1980). Estas
variaciones son debidas a distribuciones no homogéneas de las células dentro
de la cAmara y a imprecisiones en el proceso de diluciéon (Woelders, 1991). El
método espectrofotométrico es un derivado del anterior, mediante la correlacién
entre concentraciones y unidades de transmitancia. Es un método rapido y de
facil uso que se ha extendido en gran medida en los grandes centros de IA

(CIA) porcina, donde se procesa un gran n° de muestras seminales.

El contador de particulas y las técnicas de analisis automatizados de
imagen permiten medir muy rapidamente un gran n° de particulas por unidad
de volumen. Por otra parte, es necesario calibrar adecuadamente el
instrumental para asegurar que el recuento de particulas sea correcto (Graham
et al., 1980). Otra técnica que se encuentra en desarrollo, es la medicidén por
técnicas fluorométricas del n® de células por cuantificacion de la cantidad de
ADN. Es un método sencillo si se dispone del instrumental adecuado, ya que el

ADN tefiido especificamente con un fluorocromo (H33258) puede ser medido
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con gran precision porque la cantidad de ADN presente en un espermatozoide
es un valor constante (Woelders, 1991).

2.5.3.5. Motilidad espermética

Este parametro ha sido el mas utilizado para valorar la calidad de un
eyaculado o de una dosis seminal, al ser ésta una de las mas importantes
expresiones de la funcion espermatica, que segun algunos autores, puede ser
uno de los factores que mejor se correlaciona con la fertilidad (Muifio et al.,
2005). El movimiento activo de los espermatozoides es imprescindible para la
colonizacion del oviducto durante la fase de transporte espermatico sostenido
en el tracto genital de la hembra, y para que tenga lugar la fecundacion.
Ademas, la motilidad es una manifestacion de vitalidad espermatica y de
integridad celular. Un eyaculado con un porcentaje bajo de espermatozoides
moviles, o ausencia de motilidad, automaticamente sera descartado para el
procesado posterior (Holt y Van Look, 2004). La motilidad espermatica,
normalmente se valora de forma subjetiva mediante la observacién de una

muestra de semen con microscopio Optico sobre platina calentadora a 37°C.

2.5.3.5.1. Motilidad masal

En el eyaculado de los rumiantes, dada su elevada concentracion
espermatica, se puede valorar la motilidad masal, definida como el movimiento
en remolinos del total de espermatozoides de la muestra. La valoracion de la
onda de movimiento es el sistema mas simple para determinar la motilidad del
semen fresco (Vallecillo, 2011). La motilidad masal, unicamente evaluable en
eyaculaciones de mamiferos con concentraciones espermaticas muy elevadas
como en el toro, se determina depositando una gota de la muestra seminal sin
diluir sobre un porta-objetos atemperado en una placa térmica, y visualizando
sobre la muestra en un microscopio 6ptico a 10 X. Se evalua de forma subjetiva
el movimiento de las células espermaticas en su conjunto, y se les da una
valoracion de 0 a 5, con una puntuacién de 5 cuando se observan oleadas o
remolinos con movimiento rapido y vigoroso, y de 0 cuando no se observan

movimientos en ondas (Evans y Maxwell, 1990; Hafez y Hafez, 2000).
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2.5.3.5.2. Motilidad progresiva o individual

La motilidad progresiva es uno de los parametros mas importantes de un
analisis seminal (Hidalgo et al., 2005). Este parametro es el mas utilizado para
valorar la calidad de un eyaculado o de una dosis seminal (Muifio, 2008). Tras
la dilucién del eyaculado, o la descongelacion de dosis de semen congelado,
se estima el porcentaje de espermatozoides individuales que estan en
movimiento y el tipo de movimiento que realizan (progresivo 0 no progresivo).
Las dosis descongeladas con una motilidad progresiva inferior al 40% (Saacke,
1972) se descartan para IA. La motilidad individual puede evaluarse de forma

subjetiva 0 mediante un sistema de imagenes asistido por ordenador.

Metodologia convencional subjetiva

El método tradicional para determinar la motilidad progresiva consiste en
utilizar una gota de semen que se deposita entre un porta y un cubreobjetos
para evaluar el movimiento de los espermatozoides, generando asi una
pelicula fina que permita determinar, de forma mas 0 menos precisa, el
porcentaje de células moviles presentes en la muestra, e incluso realizar una
valoracion de si el tipo de movimiento observado es normal o no. Se observan
varios campos por muestra utilizando para ello un microscopio 6ptico a 100 6
200 X. La estimacion de dicho parametro esta dada en una escala de 0 a 100.
También es frecuente encontrar medidas subjetivas de motilidad individual con
otra escala de valoracion, siendo estimada, al igual que la motilidad masal, en
una escala de 0 a 5, siendo cero la ausencia de movimiento y 5 el maximo
movimiento progresivo observado. El resto de los valores se reparten entre
diversos tipos de movimiento espermatico progresivo. El limite de aceptacion

de un eyaculado esta por debajo de 3.
La motilidad puede verse alterada tanto por una inadecuada temperatura

como por la presencia de sustancias toxicas en el equipo de recoleccion
(Alamo-Santana, 2007).
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La valoracion visual de la motilidad espermatica es el método mas
simple, rapido y barato. Sin embargo, es altamente subjetivo puesto que los
resultados obtenidos dependen en gran parte de la habilidad y experiencia del
técnico que evalla la muestra (Rodriguez-Martinez, 2000; Phillips et al., 2004);
y ademas, si se trabaja con muestras muy concentradas se tiende a
sobreestimar el porcentaje de espermatozoides maoviles. Por tanto, no es un
método que, de forma fiable y repetible, permita predecir la capacidad

fecundante de una muestra de semen (Linford et al., 1976).

Estudio asistido por ordenador (CASA)

El analisis computerizado de la motilidad fue propuesto por primera vez
por Dott y Foster (1979). Desde que se introdujeron en el mercado a principios
de los afios 80, originalmente para la evaluacién del semen humano, éstos se
han ido perfeccionando y modernizando, a la vez que fueron haciéndose mas
accesibles; y por consiguiente, comenzaron a utilizarse en el campo de la
ciencia animal (especialmente en especie bovina), tanto en CIAs como centros

de investigacion.

Estos sistemas se basan en la captura sucesiva de imagenes de
espermatozoides en movimiento provenientes de un microscopio (50
imagenes/seqg). Estas imagenes se digitalizan identificando las células
espermaticas que contiene la primera imagen. Luego se procede al
seguimiento de las células en imagenes sucesivas y al establecimiento de las
trayectorias definitivas. El parametro determinado para cada espermatozoide
es la velocidad del movimiento en base a varios descriptores (Boyers et al.,
1989). Con esas trayectorias se calculan, tradicionalmente, una serie de
parametros, donde la linea roja marca la trayectoria correspondiente a VCL
(velocidad curvilinea), la linea azul se refiere a la VSL (velocidad lineal) y la
trayectoria verde corresponde a la VAP (velocidad media). El andlisis se hace
al capturar las imagenes de espermatozoides en movimiento, previamente
diluidos en un medio adecuado y en el microscopio a 100 6 200 X (Quintero-
Moreno y Rubio, 2008).
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2.5.3.6. Vitalidad espermatica

El término vitalidad espermatica es generalmente utilizado, para referirse
a los espermatozoides con membrana plasmatica intacta. Es un factor
importante en la evaluacion de la calidad del semen, ya que una membrana
plasmatica intacta es necesaria para mantener las actividades metabdlicas
intracelulares, e interactuar con la zona pellcida y plasmalema de un ovocito
para una fertilizacion exitosa (Bradley, 1999). La rotura de la membrana
plasmatica esta claramente asociada con la pérdida de vitalidad celular, sin
embargo, una membrana plasmatica intacta no siempre indica que la célula sea
viable. Los procedimientos mas habitualmente utilizados para la valoracion de
la vitalidad son las técnicas de tincion vital que permiten diferenciar los
espermatozoides vivos de los muertos debido a la permeabilidad de la
membrana plasmatica a los colorantes vitales; por lo tanto, aquellas células que
presentan una membrana plasmatica funcional no permiten el paso del
colorante, mientras que si esta alterada, el colorante penetra en el interior de la

célula y aparece tefiida (Bajo y Coroleu, 2009).

2.5.3.6.1. Tincién vital

El método mas tradicionalmente utilizado es la tincion con eosina-
nigrosina (E-N) (Tartaglione y Ritta, 2004), que también se utiliza para la
valoracion de morfoanomalias; pero algunos autores describen el uso de otras
tinciones como el verde rapido/eosina, eosina/azul de anilina, tripan
azul/giemsa o amarillo de naftol/eritrosina. También se usan tinciones

comerciales como por ej. “Spermac®™

(Minitiibe, Alemania). La evaluacion
morfolégica de la integridad de la membrana plasmatica se realiza usando el
microscopio optico de contraste de fases (1000 X, contabilizando 200 células),
o la optica de contraste diferencial de interferencia o Nomarski (Bradley, 1999;
Hidalgo-Ordéfiez et al., 2005; Alamo-Santana, 2007). El procedimiento muestra
una extensioén donde aparecen células vivas de color blanco sobre un fondo
purpura, o tefiidas de rosa si estan muertas (lguer-Ouada y Verstegen, 2001).
Para medir la vitalidad de una muestra de semen en analisis de rutina, se

utilizan colorantes vitales, tales como la combinacion E-N, con la que los
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espermatozoides muertos se tefliran de color rojo o rosa, mientras que los

vivos quedaran sin tefir (Quintero-Moreno et al., 2009).

2.5.3.6.2. Tests de resistencia

Por otra parte, se han desarrollado métodos alternativos para evaluar la

integridad de la membrana espermatica:

1. Test de endésmosis 0 hipoosmoético (HOST): Es un método simple
para cuantificar la proporcibn de espermatozoides con una membrana
plasmatica funcionalmente intacta. La prueba consiste en situar los
espermatozoides en presencia de un medio de presion osmoética mas baja que
la fisioldgica, lo que causa una entrada de agua en la célula en un intento de
equilibrar la presion osmotica interna con la del medio externo. Para que esta
respuesta se produzca, la membrana plasmatica del espermatozoide debe
estar integra y con los mecanismos de intercambio de fluidos funcionando
correctamente. Las células con la membrana fisica o funcionalmente dafiada
no experimentan cambios en la forma del flagelo. Por tanto, la exposicién del
espermatozoide a un medio hipoosmotico supone una entrada de agua a traves
de la membrana espermatica que da lugar a un aumento del volumen celular

(Devrius y Ericsson, 1966).

Este lleva asociado una expansion esférica de la membrana que cubre la
cola, lo que hace que el flagelo se enrolle, y provoque un cambio morfolégico
muy evidente cuando se observa bajo microscopio Optico de contraste de fases
(Chan et al., 1985). El enrollamiento de la cola comienza en la zona distal y
progresa hacia la porcién intermedia y la cabeza del espermatozoide (Devrius y
Ericsson, 1966; Jeyendran et al., 1984). Los medios hipoosméticos utilizados
deben producir una diferencia osmatica suficiente para inducir un enrollamiento
de la cola que pueda ser observado y no excesivamente elevada para no
provocar lisis de la membrana espermatica (Jeyendran et al., 1984). Los
valores obtenidos en esta prueba se correlacionan con otros parametros de

calidad seminal, como motilidad, vitalidad o morfologia (Hidalgo et al., 2005).
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2. Test de resistencia osmatica (ORT): Fue desarrollado a partir de los
trabajos de Schilling et al. (1984), como una prueba para determinar la
diferente capacidad de conservacion del semen porcino a las temperaturas de
refrigeracion. Esta técnica esta basada en la determinacion de la resistencia de
las membranas acrosomales ante la incubacion en condiciones hipoosmoticas,

generalmente se utiliza en ganado porcino.

3. Test de resistencia hiperosmoética (HRT) (Rubio-Guillén y Quintero-
Moreno, 2008): Cuando los espermatozoides son criopreservados se exponen
a condiciones hiperosmaéticas del medio congelado afectandose la integridad
de la membrana plasmatica y la motilidad del semen. Cualquier alteracion en
las membranas del espermatozoide ha sido asociada con la pérdida de la
vitalidad espermatica, por lo que resulta de suma importancia evaluar la
resistencia de la membrana acrosomal del espermatozoide a un cambio brusco
de la osmolaridad, incubando muestras seminales desde una solucidn
hiperosmoética hasta una isosmotica y observando el porcentaje de acrosomas
normales (NAR) al utilizar la tincibn doble azul Trypan-Giemsa o la tincién
eosina-nigrosina. Cuantas mas reacciones acrosomicas o pérdidas completas
del acrosoma tienen lugar después de incubar el semen, menor es la
resistencia de la muestra seminal al cambio osmdético, y por ende, podria

presentar menor congelabilidad y capacidad fecundante a nivel de campo.

2.5.3.6.3. Estudio de vitalidad espermatica mediante fluorocromos

Se basa en el analisis de la integridad de la membrana plasmatica de los
espermatozoides mediante el uso de dos fluorocromos combinados; uno de
ellos s6lo es capaz de atravesar las membranas plasmaticas dafiadas o
degeneradas, y por tanto permite identificar las células muertas o en proceso
de degeneracion, mientras que el otro es capaz de atravesar membranas
celulares intactas, y por tanto permite identificar la poblacion de células viables
(Garner, 1997).

Uno de los fluorocromos mas utilizados para identificar células muertas

es el ioduro de propidio (IP). Este compuesto entra en los espermatozoides con
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la membrana plasmatica dafiada, se une al nicleo, y al ser excitado por una
longitud de onda apropiada (510-560 nm), emite fluorescencia roja. Ademas del
IP, existen otros marcadores fluorescentes especificos para células muertas
cuyo mecanismo de accion es similar, como por ejemplo, el Hoeschst 33258
(Pintado et al., 2000), bromuro de etidio (Evenson et al., 1982) o la hidroetidina
(HED) (Ericson et al., 1989), entre otros.

Entre los fluorocromos mas utilizados para identificar la poblacion de
células vivas se encuentra el grupo de las carboxifluoresceinas: CFDA
(diacetato de carboxifluoresceina) (Garner et al., 1988), CMFDA (diacetato de
carboximetilfluoresceina) (Garner et al.,, 1986) o CDMFDA (diacetato de
carboxidimetilfluoresceina) (Ericson et al., 1990), compuestos fluorescentes

capaces de atravesar membranas celulares intactas.

Otro fluorocromo ampliamente utilizado para identificar espermatozoides
vivos es el SYBR-14, capaz de atravesar membranas intactas y de unirse al
ADN de los espermatozoides (Garner et al., 1988; Garner y Johnson, 1995).
Presenta algunas ventajas con respecto a los fluorocromos basados en la
actividad esterasa intracelular: es una molécula méas estable, no ha de sufrir
transformacion enzimatica para poder actuar, y se une especificamente al ADN
del espermatozoide, lo que supone que toda particula que no contenga dicho
material genético no se va a marcar, y por tanto quedard descartada del
andlisis. El SYBR-14 suele utilizarse en combinacion con IP (Garner et al.,
1988), y de esta forma se pueden distinguir dos poblaciones espermaticas: una
de ellas constituida por células muertas o en estado de degeneracion, cuyas
membranas plasmaticas son permeables al IP, y por tanto emiten fluorescencia
roja; y la otra constituida por espermatozoides viables, cuyas membranas
intactas son impermeables al IP pero dejan entrar al SYBR-14, y por tanto

emiten fluorescencia verde.

Un fluorocromo con un mecanismo de accion similar al del SYBR-14,
capaz de identificar espermatozoides vivos, es el Hoechst 33342. Este
compuesto también penetra en células vivas y se une al ADN espermatico, sin

embargo, su uso esta limitado por la longitud de onda de su espectro de
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excitacion, que esté en el rango UV. La mayoria de los citdmetros disponen de
un laser con una longitud de onda de 488 nm, y para evaluar las muestras
marcadas con Hoechst 33342, es preciso disponer de un laser de menor

longitud de onda.

2.5.3.7. Estudio del acrosoma

Los enzimas que contiene el acrosoma tienen un papel fundamental en
el proceso de penetracidon del ovocito, de manera que la presencia de
anormalidades morfologicas de esta regidon esta asociada a una reduccién de la
fertilidad (Hashizume et al., 1990). Las alteraciones de la morfologia del
acrosoma son debidas a procesos fisiologicos asociados, por un lado al
envejecimiento de la célula espermatica, y por otro, al proceso de fecundacién
(Yanagimachi, 1994). No obstante, también se producen cambios en el
acrosoma como consecuencia de shock por frio, en procesos de congelacion-
descongelacion, en cambios de presion osmotica, por diluciones vy

centrifugaciones repetidas (Mann y Lutwak-Mann, 1981).

La evaluacion rutinaria del estado del acrosoma en el ganado permite
eliminar eyaculados que presentan baja calidad, para lo que se han utilizado
diversos métodos. Las muestras pueden ser fijadas al aire y tefiidas con
tinciones simples con Giemsa (Niwa et al., 1981); tinciones dobles como Tripan
Azul y Giemsa (Didion et al., 1989), rojo Congo y Tripan Azul (Kovacs y Foote,
1992) o bien con una triple tincién (TST) (Vazquez et al., 1992). Las muestras
también pueden ser observadas en microscopia de contraste de fases después
de la fijacion en glutaraldehido (Pursel y Johnson, 1974), mientras que otras
técnicas mas laboriosas incluyen la utilizacibn de anticuerpos y lectinas
marcadas con fluorocromos (Berger, 1990), o bien técnicas de microscopia
electronica de transmision (Hashizume et al., 1990). En la literatura se
describen defectos especificos del acrosoma, como los denominados
"knobbed", que estan relacionados con machos estériles o subfértiles (Toyama
e Itoh, 1993).

36



Revision Bibliografica

La relacion del estado del acrosoma con la fertilidad es poco importante
para algunos autores (Pursel et al., 1984, test heterospérmico); sin embargo,
otros si encuentran correlaciones positivas entre el n° de acrosomas normales
y la fertilidad (Galli y Bosisio, 1988), o también una relacién negativa entre el
porcentaje de acrosomas alterados y el indice de fertilidad en un ensayo
heterospérmico (Berger y Parker, 1989).

2.5.3.8. Estudio de la cromatina

El estudio de la cabeza espermatica, que aporta el material genético en
forma de cromatina (ADN asociado a protaminas), ya sea mediante la
evaluacion de su forma a través de diferentes tinciones, o de medidas
morfométricas, o0 a través de sistemas computerizados de analisis seminal,
tiene gran interés, dado que, tanto las alteraciones en la forma de las medidas
morfométricas, como de la integridad de la cromatina, han sido relacionadas
con el potencial reproductivo de los toros. Los espermatozoides con
alteraciones morfolégicas de la cabeza no participan del proceso de
fecundacion, mientras que los espermatozoides con cromatina dafiada, si bien
no pierden la capacidad fecundante, no son capaces de promover un desarrollo
embrionario normal. La cabeza del espermatozoide tiene una longitud de entre
8y 10 um y un ancho de 4 a 5 um y las variaciones en estas mediciones y/o los
productos de sus combinaciones (area, perimetro, elipticidad) podrian ser un
indicador de cromatina dafiada, ya que la cabeza del espermatozoide esta

compuesta basicamente por cromatina (Nava-Trujillo et al., 2013).

El ndcleo espermético de mamiferos tiene una alta estabilidad como
consecuencia de la organizacion particular de su cromatina. La maduracion y
compactacion de esta Ultima se completa en el epididimo, a través de
importantes cambios estructurales y bioquimicos, que incluyen el reemplazo de
histonas por protaminas y la formacion de un gran n°® de puentes disulfuro, intra
e intermoleculares entre los residuos de cisteina de las moléculas proteicas. La
presencia de puentes disulfuro entre cromatidas vecinas, y dentro de una
misma cromatida, lleva a la formacion de una estructura casi cristalina (Spano
et al., 1999).
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La calidad de la cromatina espermatica es critica, ya que los
espermatozoides con anormalidades cuantitativas y/o cualitativas en la
cromatina, si bien pueden, en algunos casos, llegar a fertilizar un ovocito y
producir embriones, éstos ultimos dificilmente tendran éxito en completar la

prefiez y originar individuos sanos (Evenson et al., 2002).

En la especie humana se ha descrito una relacion entre la alteracion de
la estructura de la cromatina y la infertilidad (Evenson et al., 1980), asi como en
el ganado vacuno se han encontrado correlaciones significativas entre la
evaluacion de la estructura cromosomica y la fertilidad medida en una prueba
de campo (r=-0'58; Ballachey et al., 1987) y medida en un ensayo

heterospérmico (r=-0'94; Ballachey et al., 1988).

- Naranja de Acridina: Para estudiar el ADN se han utilizado técnicas
fluorescentes como la tincién con “Naranja de acridina” (Kosower et al., 1992).
Este fluorocromo se intercala entre la doble hélice del ADN como un
mondmero, mientras que la unién con las cadenas simples de ADN la hace en
forma de agregado. Esta diferencia se visualiza en forma de una emision verde
en el caso de ADN en doble cadena que se corresponde con una situacion
normal, mientras que en el caso de la cadena Unica de ADN se visualiza una
emision roja. Los eyaculados de un macho fértil cuentan con un mayor n° de
espermatozoides que presentan coloracion verde después de un proceso que
induce la desnaturalizacion, ya sea por calor (Evenson et al., 1980) o por un
tratamiento con acido y alcohol que al mismo tiempo fija y desnaturaliza la

muestra (Tejada et al., 1984).

- Azul de toluidina: Se trata es un colorante nuclear que genera
reacciones metacromaticas cuando se asocia a la cromatina. Cuando el
colorante se incorpora en la cromatina rica en histonas (con abundancia en
lisina), presenta una alta coloracion violeta-azulada, mientras que cuando lo
hace a una cromatina rica en protaminas presenta una coloracion azul-palida.
Es wuna prueba de maduracién-condensacion nuclear donde los

espermatozoides con cromatina inmadura tendran mas roturas del ADN. Se ha
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utilizado para evaluar la integridad de la cromatina en semen de diferentes

especies, incluyendo el semen de toro (Beletti et al., 2005).

- Otras técnicas: La integridad de la cromatina también puede ser
evaluada mediante otras técnicas entre las que destacamos las siguientes:
Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling (Efecto
TUNEL), In Situ Nick Translation (INST), Sperm Chromatin Structure Assay
(SCSA), DNA Breakage Detection-Fluorescence In Situ Hybridazation (DBD-
FISH), Ensayo Cometa, Sperm Chromatin Dispersion (SCD) y electroforesis de

proteinas basicas (Evenson et al., 2002).

Muchas de las técnicas antes referidas son laboriosas y requieren
equipos sofisticados y costos elevados que hacen que tengan un uso limitado
en la practica veterinaria, lo que restringe la adopcién de forma rutinaria de esta
evaluacion en los laboratorios (Beletti y Melo, 2004). De aqui la importancia del
estudio de técnicas que permitan la evaluacion de la cromatina espermatica de

forma econdmica, sencilla y fiable.

2.5.3.9. Estudio de morfoanomalias

Para una interaccion normal del espermatozoide con el microambiente
del tracto genital femenino y con las envolturas del ovocito, ademas de tener
motilidad progresiva, los espermatozoides han de ser morfologicamente
normales. Cualquier anomalia que afecte a algun atributo del espermatozoide
puede dificultar su migracion en el tracto genital de la hembra, impidiendo la
union con el ovocito (Rodriguez-Martinez, 1999). Cuanto mayor sea la
proporcién de espermatozoides anormales en el eyaculado, menor sera la
capacidad fecundante del mismo (Howard y Pace, 1998). Por tanto, se ha de
tener muy presente que las muestras de semen con un porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales inferior al 70% han de

descartarse para la congelacién (Januskauskas y Zilinskas, 2002).

Las anomalias espermaticas se clasifican atendiendo a distintos criterios

dependiendo de: a) si se originan en el testiculo (anomalias mayores) o a lo
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largo del transito epididimal o tras la eyaculacion (anomalias menores); b) si
estan asociadas a infertilidad o no (primarias o secundarias, respectivamente);
c) la region espermatica implicada (anomalias de la cabeza, de la pieza
intermedia o de la pieza principal). Cualquier anomalia, primaria o secundaria,
si afecta a un n° elevado de espermatozoides, puede influir en la fertilidad del
semen (Januskauskas y Zilinskas, 2002).

Anomalias mas frecuentes en semen bovino, como las colas enrolladas
o los plegamientos de la zona intermedia, si se encuentran en grandes
cantidades en el eyaculado, pueden mermar la fertilidad del toro, ya que los
espermatozoides defectuosos no poseen una motilidad normal, y por tanto, no
van a poder alcanzar al ovocito (Nothling y Arndt, 1995). Se desconoce cual es
el porcentaje maximo de morfoanomalias espermaticas compatible con una
fertilidad normal, pero estd demostrado que existe una correlacion negativa
entre el n°® de formas anormales y la fertilidad del semental (Januskauskas y
Zilinskas, 2002).

2.5.4. Criopreservacion de semen bovino

Desde el descubrimiento del glicerol como agente crioprotector (CP)
efectivo y del establecimiento de las técnicas bésicas de criopreservacion, el
semen de varias especies se congela y utiliza con éxito en la IA. Sin embargo,
y con excepcion de los bovidos, la utilizacion generalizada de semen congelado

no se ha extendido a otras especies domésticas (Holt, 2000).

La reduccion de la temperatura por debajo de los 37°C vy, principalmente,
de 20°C induce una serie de alteraciones de naturaleza biofisica en el
espermatozoide (Amann y Pickett, 1987). El mayor desafio para las células en
el proceso de congelacidon no es resistir a las bajas temperaturas del N,L, sino
mantener la vitalidad en un rango de temperatura, entre -15°C y -60°C, en el
gue se producen los mayores dafios, y que las células experimentan en dos
ocasiones, es decir, durante la congelacion y durante la descongelacion. A -
196°C no se producen reacciones térmicas, puesto que por debajo de -130°C

no existe agua en estado liquido (Mazur, 1984a,b).
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Para las células espermaticas, la tasa Optima de descenso de la
temperatura oscila entre 10 y -100°C/min, ya que velocidades superiores o
inferiores provocan una disminucion de la supervivencia (Rodriguez et al.,
1975). Cuando una suspension de células se enfria a menos de 0°C, se forman
cristales de hielo extracelulares, lo que hace que los solutos se concentren en
el agua liquida restante. La membrana celular actia como una barrera que
impide la diseminacion de los cristales de hielo hacia el interior de los
compartimentos intracelulares (Watson, 1979). Las sales no forman parte de
los cristales de hielo, de modo que aumenta la concentracién de sales en la
porcion remanente del agua no-congelada. El aumento del gradiente osmaético
a través de la membrana plasmatica provoca la difusion del agua intracelular
hacia el ambiente extracelular, causando deshidratacion de la célula y de la
membrana plasméatica (Amann y Pickett, 1987).

Si se agregan CPs como el glicerol o el dimetil-sulfoxido (DMSO) al
medio de congelacién, es posible retardar la deshidratacion celular y el
consecuente dafio por el efecto de la disolucion (Hafez y Hafez, 2000). Por
tanto, la deshidratacion osmaética, mas que la formacion de hielo intracelular, es
la principal causa de las alteraciones ultraestructurales de la membrana, y una
de sus consecuencias es la pérdida de la selectividad de la membrana (Parks y
Graham, 1992).

Las células congeladas estan sujetas a tensiones que resultan de las
interacciones agua-soluto y que aumentan con la cristalizacion del agua.
Durante la congelacién, la exposiciobn de células al medio hiperosmatico
descongelado provoca la salida de agua intracelular, causando el encogimiento
de la célula y la posible entrada de iones. La descongelacion involucra una
inversion de estos efectos, y el flujo de agua al interior de la célula puede
causar la rotura de la membrana de la célula (Holt, 2000). Existe una velocidad
de enfriamiento 6ptima para cada tipo de célula, dependiendo de su tamafio,
relacion superficie-volumen, permeabilidad al agua y el coeficiente de
temperatura de esa permeabilidad (Medina-Robles et al., 2007). La congelacion

lenta permite una deshidratacion celular progresiva que provoca un aumento de
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la concentracion intracelular de solutos, impidiendo asi la formacion de cristales
intracelulares. A medida que el medio extracelular se va congelando, las
células quedan atrapadas en canales de solucion sin congelar, siendo los
niveles de supervivencia espermatica muy altos si permanece sin congelar

alrededor del 15% del agua extracelular (Amann y Pickett, 1987).

En la congelacion rapida, no hay tiempo suficiente para que se produzca
el paso del agua intracelular al medio extracelular y por tanto, la deshidratacion.
El agua que queda en el interior de la célula se congela formando cristales que
causan dafilos mecanicos graves. Por otro lado, la descongelacion lenta impide
la formacion de grandes cristales de hielo, pero provoca mayores dafios por
efecto de la disolucion. De este modo, la rapidez de descongelacion Optima
para un tejido dado depende de su tolerancia relativa al dafio por cristales de
hielo y a la toxicidad por efecto de la disolucién (Hafez y Hafez, 2000).

Por tanto, es importante que alcanzar una longevidad celular maxima,
requiera que el ritmo de descongelacion esté en proporcion con el ritmo

apropiado de congelacion (Mazur, 1984a,b).

El proceso de criopreservacion incluye 5 etapas: dilucion, refrigeracion,
adicién del CP, congelacion y descongelacion. Mientras que algunas fases son
relativamente inocuas, otras son muy estresantes, como es el caso de la
refrigeracion y la congelacion (Watson, 1995). Cada etapa del protocolo ejerce
una interaccion especial con la estructura, la funcion de la membrana y con el

metabolismo celular (Hammerstedt et al., 1990).

Uno de los problemas mas evidentes en los procesos de conservacion
del semen, es el conjunto de alteraciones en el espermatozoide, designadas
colectivamente como “choque térmico” (Foote, 2002). Dichas alteraciones se
traducen en un patrén irregular del movimiento, pérdida de motilidad, aumento
de permeabilidad de membrana, disminucion del metabolismo, pérdida de

componentes intracelulares y disminucion de energia (Watson, 1981).
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El choque térmico provoca en las células otros efectos, como
alteraciones en la organizacion de los lipidos de la membrana del
espermatozoide o “fases de transicion lipidica”. Otro factor también
correlacionado con la susceptibilidad del espermatozoide al choque térmico, es
la relacién “colesterol/fosfolipidos”, habiéndose observado que una relacién
superior a 0’5 confiere una mayor resistencia al choque térmico. Debido a este
fendmeno, la refrigeracion previa a la congelacion se lleva habitualmente a
cabo con mucha precaucion, de modo que el enfriamiento se realiza
lentamente, aunque esto no evita que los cambios de temperatura originen

alteraciones de membrana (Watson, 2000).

La susceptibilidad al choque térmico varia con las especies, estando los
espermatozoides de toro y de cerdo entre los mas sensibles, y manifestandose
con marcadas alteraciones en el movimiento de iones, con acumulacion de
Ca’* y pérdidas de K' y Mg?. Por el contrario, los espermatozoides de
humanos, aves, perro y conejo, no muestran alteraciones tan marcadas.
Algunos constituyentes de la membrana espermatica son sumamente
importantes dentro del grado de susceptibilidad de los espermatozoides de las
distintas especies al choque térmico, tal es el caso de los fosfolipidos y los
acidos grasos. De hecho, espermatozoides de toro, cerdo y morueco,
conocidos por su elevada susceptibilidad al choque térmico, presentan un
elevado ratio entre acidos grasos poliinsaturados y saturados que se encuentra
entre 2’5 y 3'3. Por otra parte, los espermatozoides de conejo y humano

presentan un ratio de 1 (Andrade, 2005).

En el toro, la dilucién y refrigeracion a 5°C provocan edema del
acrosoma en el 50% de los espermatozoides (Andrade, 2005). La actividad
respiratoria del espermatozoide disminuye, asi como la glucolisis, lo que
provoca una reduccion en los niveles de ATP y por tanto, la pérdida de la
motilidad. En sintesis, podemos mencionar que los dafios provocados por el
proceso de congelacion y descongelacion son los siguientes:

- Deshidratacion celular, que provoca un aumento de la permeabilidad

no selectiva de las membranas celulares a consecuencia de cambios en la
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distribucion de sus componentes, especialmente los lipidos, y la formacién de
“pliegues” en la membrana, debido a los cambios de volumen, que pueden

llegar a producir el contacto y la eventual fusion entre membranas contiguas.

- Aumento de la concentracion de solutos intra y extracelulares, que

pueden resultar toxicos para la célula.

- Estrechez de los canales de liquido extracelular no congelado, lo que
impide la acomodacién celular en los mismos, provocando deformacion y

posibles lesiones celulares (Holt, 2000).

2.5.4.1. Diluyentes

Entendemos por diluyente a la solucion acuosa que permite aumentar el
volumen del eyaculado hasta conseguir las dosis necesarias, preservar las
caracteristicas funcionales de las células espermaticas y mantener el nivel de
fertilidad adecuado (Gadea, 2003). Durante afios se han estado descubriendo,
investigando y evaluando muchos medios para la dilucion del semen,
especialmente bovino, los cuales, antes de la década de 1950 sélo permitia
conservar su vitalidad por 1, 2 6 en ocasiones hasta 4 dias a 4°C en estado
liquido o inclusive a temperaturas de 15-25°C (Sorensen, 1984); todo ello, en
gran parte, gracias a que se descubrieron las propiedades de la yema de huevo
que tenia la ventaja de disminuir la actividad metabolica de los
espermatozoides, asi como de prolongar la fertilidad de los mismos,

conservandolos a una temperatura aproximada de 5°C (Salisbury et al., 1982).

Entre los diluyentes utilizados desde el principio de la tecnologia de 1A

bovina se encuentran (Derivaux, 1982):

1. Diluyente de yema de huevo fosfatada (Na,HPO412H,O = 2 g,
KH,PO,= 02 g y H,0 destilada = 100 ml): A esta solucion se le adiciona yema
de huevo a una concentracion del 20 al 50%, debiendo estar el pH final,
comprendido entre 7 y 6'8. Este diluyente permite conservar la actividad
fecundante del esperma durante algunos dias, aunque presenta el

inconveniente de hacer dificil el examen del esperma en el momento del
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empleo debido a la presencia de grumos de grasa, frente a los cuales el fosfato
no tiene ninguna actividad dispersante.

2. Diluyente de yema de huevo citrada: Es conocido que el esperma
contiene acido citrico y que la adicion de este producto a una solucion Ringer-
fosfato aumenta la vitalidad de los espermatozoides, y se demostré entonces,
gue un medio a base de citrato sodico era mejor que el de fosfato, y aseguraba
mejor la vida y la fertilidad de los espermatozoides. El medio de citrato es muy
simple de preparar, practico y poco costoso; presenta ademas la ventaja sobre
el medio de fosfato, de facilitar el examen microscopico, porque el citrato,
agente quelante, se une al Ca®" y otros metales pesados, ejerciendo asi una

accion dispersante sobre los glébulos grasos de la yema de huevo.

3. Diluyentes a base de leche: La leche contiene fosfatos, citratos y
azucares, por esto, fue recomendado como medio de conservacion por autores
rusos, que empezaron a utilizarla en especies en los que el esperma era
bastante dificil de conservar, especialmente en de garafion. Toda una serie de
trabajos han demostrado que la leche homogeneizada, descremada
pasteurizada, descremada en botes, y la leche en polvo reconstituida con
antibiéticos pueden, a condicion de ser hervidas e incluso calentadas durante
10 min a 92 y 98°C, constituir buenos medios de diluciéon. La finalidad del
calentamiento es destruir la actividad espermicida de la lactenina, proteina de
la leche. Si a la leche se le aflade ademas yema de huevo (5-15%), sus

propiedades se veran mejoradas.

4. Diluyentes gelatinados: Se recomendd también un medio a base de
fosfato-glucosa gelatinado, al que se le afadio un 10% de yema de huevo,
siendo empleado a gran escala en Dinamarca; sin embargo, no ofrece ninguna

ventaja sobre los medios anteriormente descritos.

5. Diluyentes a base de leche de coco y yema de huevo: Aseguran una

mayor supervivencia a 2-3°C que el medio de citrato-yema de huevo.

6. Otros diluyentes: A base de extractos de musculo, corazon de buey,

embriones de ternera, etc. Permiten una buena conservacion, pero tienen la
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desventaja de ser de preparacion delicada, dificiles de esterilizar, y por tanto,

de conservar, ademas de un precio elevado.

- Adiciones empleadas en diluyentes:

1. Glucosa, fructosa y otros compuestos: En los diluyentes suele
agregarse un carbohidrato simple como glucosa o fructosa, como fuente de
energia. Parece, sin embargo, que estos azlcares intervendrian mas por su
accion fisica al mantener la presion osmadtica y un balance electrolitico
conveniente para el medio, que por la energia metabdlica que pudiesen

proporcionar a los espermatozoides (Derivaux, 1982).

La yema de huevo y la leche descremada se utilizan contra los choques
térmicos, ya que ambas sustancias suelen tener algunos nutrientes necesarios
para la supervivencia de los espermatozoides. Pueden emplearse diversos
tampones o buffers para mantener un pH cercano al neutro y sustancias para
mantener una presién osmotica aproximada a 300 mOsm, equivalente a la del

semen, como el plasma sanguineo o la leche.

A raiz del descubrimiento de la accion protectora del glicerol, que reduce
el dafio mecéanico durante la congelacion-descongelacion; y de la yema de
huevo, que favorece la fertilidad de los espermatozoides, se han sentado las
bases para que las técnicas de preservacion sean adaptadas a todas las
especies de animales domésticos, influyendo esto en importantes avances.
Ambos componentes se han usado en la criopreservacion durante mas de 50
afios, destacando su accion sinérgica en la proteccibn de la membrana
plasmatica (Gil et al., 2000). Asi, la base primordial de los diluyentes de toros,
en los que se ha preservado satisfactoriamente el semen, son los compuestos:
Tris-(hidroximetil)-aminometano, glicerol, yema de huevo y azucar (Tris-YE).
Foote (1978) observé que dichas sustancias tampoén, en combinacién con la

yema de huevo y el glicerol, favorecian el mantenimiento a 5°C y a -85°C.

2. Agentes antimicrobianos: Desde 1941 se puso atencion al problema

de los contaminantes microbianos en el eyaculado del toro. El n° de
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microorganismos/ml puede fluctuar entre no detectable y varios millones;
muchos no son patdgenos, pero compiten con los espermatozoides por los
nutrientes, produciendo compuestos metabdlicos que tienen efectos adversos
sobre la vitalidad de los espermatozoides. Existe la posibilidad de que se
eyaculen algunos patégenos y de que otras fuentes contribuyan a la
contaminacion. En 1946, se descubrio el efecto benéfico de afiadir antibidticos
a los diluyentes de semen. Algunos de los antibidticos empleados en los
diluyentes son: sulfonamidas, penicilinas, estreptomicinas y polimixina
(Bearden, 1982).

- Propiedades de un diluyente de semen:

Segun Carballo (2005) y Vallecillo (2011), un diluyente debe reunir las
siguientes propiedades:

- Aportar nutrientes como fuente energética, para el metabolismo de los

espermatozoides.

- Proteger contra el efecto nocivo del enfriamiento rapido.

- Impedir cambios perjudiciales en el pH, al formarse acido lactico.

- Mantener la presion osmotica apropiada y el balance electrolitico.

- Inhibir la proliferacién bacteriana.

- Incrementar el volumen de semen de modo que éste puede usarse en

multiples inseminaciones.

- Proteger las células espermaticas contra los dafios producidos durante

la congelaciéon y descongelacion.

- Preservar la vida de los espermatozoides con un minimo efecto sobre

la fertilidad.

- Y ademas, deben ser de preparacion facil, estables y econdmicos.

- Diluyentes comerciales:

Bajo los criterios mencionados anteriormente, en los ultimos afos, los
laboratorios comerciales han elaborado concentrados para la preparacion de
diluyentes de facil uso a nivel de campo y sin la necesidad de tener que contar
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con un laboratorio y equipo sofisticado. La lista de diluyentes comerciales para
congelar semen de toro presentes en la bibliografia es la siguiente:

1. Universal® (IMV, Francia). Concentrado de dos pasos, con una
porcion glicerada y otra no glicerada. El concentrado se denomina
“Concentrado buffer Europhos bovino” y contiene buffer de iones hidrogenados,
acido citrico y carbohidratos; ademas de un frasco con antibidticos (antibioticos
CSS) equivalente a 60 mg de tirosina, 300 mg de gentamicina y 180/360 mg de
lincospectina, y una botella con glicerol (Manual Universal IMV, 1995).

2. Triladyl® (Minitiibe, Alemania). Concentrado para la preparacién de un
diluyente listo para el uso en un solo paso, basado en Tris (Hidroxi-metil
aminometano, un amortiguador sintético), y con H,O bidestilada, glicerol, acido
citrico, fructosa, ademas de los siguientes antibidticos por cada 100 ml: tirosina
(5 mg), gentamicina (25 mg), espectinomicina (30 mg) y lincomicina (15 mg).
Para su preparacion, se adicionan tres partes de H,O bidestilada, una parte de

yema de huevo y una parte del concentrado comercial (Manual Triladyl, 1993).

3. Diladyl® (Minitiibe, Alemania). Concentrado para la preparacién de un
diluyente en dos pasos, constituido por una fraccién “A”, una “B” (con glicerol) y
una “C” con antibiéticos (Catalogo Minitiibe). Recientemente, Minitiibe saco al
mercado un concentrado al que no se le adiciona yema de huevo para su

elaboracion.

4. Biladyl® (Minitiibe, Alemania). Consiste en dos fracciones, Ay B por
paso, con una composicion de Tris, acido citrico, glucosa, 20% de yema de

huevo, 7% de glicerol, H,O y antibioticos.

5. Andromed® (Minitiibe, Alemania). Es un diluyente a base de lecitina
de soja, de nueva generacion en medios androldgicos, libre de ingredientes de
origen animal para la congelacion de semen bovino. Este medio tiene ventajas
sobre sus antecesores, ya que ha logrado tasas de no retorno hasta 2'6%
mayores que los diluyentes convencionales preparados a base de yema de
huevo (67.85% con preparados con yema de huevo vs. 70.45% con diluyente
sin yema de huevo); demostrado en un estudio de campo realizado en la

Universidad Justus-Liebig (Giessen, Alemania), en el que se compararon los
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porcentajes de no retorno al estro de 20.000 vacas (10.000 por grupo)
inseminadas con eyaculados divididos y diluidos, en diluyentes convencionales
de Tristyema de huevo o en Andromed (Aires et al., 2003). Los diluyentes sin

yema de huevo presentan una serie de ventajas de interés:

- No tienen ingredientes de origen animal.

- No existe riesgo de contaminacién bacteriana.

- Altas tasas de concepcion, incrementa la tasa de no retorno.

- Férmula antibiotica estandarizada.

- Facil preparaciéon con ahorro de tiempo.

- Facil evaluacion microscopica. Por ser altamente transparente permite
una calidad de imagen Optima cuando se observa al microscopio, ya que no se
observan las burbujas comunes en los diluyentes a base de yema de huevo o
leche. De esta forma, los eyaculados de calidad cuestionable pueden ser
detectados y evaluados mas facilmente.

- Otras aplicaciones. Debido a su excelente calidad, estan indicados en
la preservacion de eyaculados con baja concentracion o donde se requieren
altas tasas de dilucién. Es recomendado también en la investigacion celular
gue usa a los espermatozoides como modelo y permite la evaluaciéon del

semen en sistemas computerizados como CASA (Minitiibe, 2003).

6. Biociphos® (IMV, Francia). La dilucién se realiza en un solo paso y

contiene extracto de soja (lecitina de soja), reemplazando la yema de huevo.

7. Bioxcell® (IMV, Francia). Su medio de dilucién se realiza en un paso y

también contiene extracto de soja.

8. Laciphos® (IMV, Francia). Es un diluyente a base de leche desnatada

en polvo que requiere la adicion de agua.

9. TRIS concentrador GIBCO BRL® (Holland Genetic, Holanda). Su
concentracion es 5 veces mayor que el popular medio Tris-Base. Comunmente,
se ha usado en la congelacion de semen bovino, aunque también ha sido

utilizado como diluyente en semen fresco.
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2.5.4.2. Crioprotectores

Las lesiones por la congelacion del agua intracelular e intersticial pueden
atenuarse mediante la adicion de compuestos CPs en la elaboracién de
diluyentes (Lake y Stewart, 1978; Lake, 1986; Long, 2006). Por tanto, la funcién
de estos CPs es la de proteger a las células de las lesiones producidas por la
congelacion. Siendo la accién de estos compuestos la de extraer el agua
intracelular evitando la formacion de cristales en el interior de la célula. La
ausencia de CP producira alteraciones en el nucleo que contiene el paquete
cromosomal, dafios en el acrosoma y de la estructura lipidica y canales i6nicos

de la membrana espermatica.

En la actualidad, existen muchos tipos de CPs (Tabla 3) que se agrupan
segun las posibilidades de penetracidon o no en las membranas celulares. Se
cree que los CPs actuan reduciendo la cantidad de hielo presente a cualquier
temperatura durante la congelacion, moderando asi los cambios en la
concentracion de solutos. Los CPs incrementan la probabilidad de
supervivencia celular, pero a determinadas concentraciones resultan toxicos
para las ceélulas, por ello, debe establecerse un equilibrio entre la minima
cantidad necesaria que provea proteccion celular durante el proceso
congelacion-descongelaciéon, y la maxima cantidad que no presente efectos
toxicos para las mismas (Bras, 2001).

Tabla 3. 'CPs de bajo peso molecular (CPBP), 2CPs no permeables de bajo peso

molecular (CNPBP), *CPs no permeables de alto peso molecular (CNPAP).

CPBP* CNPBP? CNPAP®
Glicerol Galactosa Polivinilpirrolidona
Etilenglicol Glucosa Alcohol Polivinilico
1,2 Propanediol Sacarosa Almidoén Hidroxietilico
DMSO Tretalosa Hialuronidato de sodio
2,3 Butanediol Lactosa Otros polimeros
Metanol Manosa
Otros alcoholes Otros azucares
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La presencia de CNPBP es absolutamente necesaria en los ciclos de
congelacién-descongelacion. Estos reemplazan osmoéticamente el agua
intracelular antes del enfriamiento y se combinan con tasas lentas controladas
de pérdida de calor. La eficiencia se ve en la reduccion paulatina del volumen
celular, minimizando asi la formacion de cristales dentro de las células. El
efecto CP de los CNPBP ayuda a deshidratar la célula antes de someterla a
enfriamiento y como resultado, se obtiene la minima formacién de cristales de
hielo. Para la obtencion de resultados efectivos y eficientes, los CPBP vy los
CNPBP deben utilizarse juntos. Los CNPAP, también utilizados en la
criopreservacion de gametos, tienen un uso mas frecuente en la congelacién
de embriones, evitando la formacion en tamafo y forma, de cristales en el

interior de las células embrionarias (Mazur, 1984a,b).

Los CPs no permeables no penetran la membrana plasmatica, y ejercen
su accion en el medio externo. Estos azlcares realizan su efecto en el
porcentaje de agua sin congelar a bajas temperaturas, disminuyendo la
concentracion de sales en los canales de agua (Amann y Pickett, 1987). El
DMSO o el glicerol penetran de forma rapida a través de la membrana
plasmatica del espermatozoide, llegando al interior del citoplasma celular,
ejerciendo su accion protectora, reemplazando el agua intracelular y
disminuyendo el estrés osmoético provocado por la deshidratacién, aunque
manteniendo el volumen y disminuyendo el punto de congelacion. Los CNPAP
actian osmoéticamente, promoviendo la deshidratacion celular durante la
congelacion, e impidiendo la formacion de grandes cristales de hielo en el
interior de la células (Watson, 1995). Estos agentes no disminuyen el efecto de
la alta concentracion intracelular de solutos (efecto solucién) y, por tanto, son

mas efectivos en congelaciones rapidas.

Desde un punto de vista bioquimico es posible distinguir tres tipos de
CPs: alcoholes (metanol, etanol, propanol, 1-2 propanodiol y glicerol), azlicares
(glucosa, lactosa, sucrosa, sacarosa) y DMSO. Los CPs pueden clasificarse
también en agentes penetrantes y no penetrantes, de acuerdo a la

permeabilidad celular (Porcu, 2001).
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- CPs Penetrantes: Son de bajo peso molecular y permeables a través

de la membrana celular. Se utilizan: glicerol, DMSO y propanodiol.

1. Glicerol. Es el CP mas utilizado en los protocolos de congelacion en
todas las especies domésticas. Su descubrimiento como CP se debe a Polge et
al. (1949) y ha marcado un avance notable en la criopreservacion del semen.
Esta sustancia ocupa simultdneamente la membrana y los compartimentos
extra e intracelulares (Mazur, 1984a,b). Sin embargo, Amann y Pickett (1987)
sugieren que su principal efecto CP se ejerce a nivel extracelular, al aumentar
la osmolaridad del medio externo, disminuir la concentracién de sales, y
aumentar el agua extracelular sin congelar a bajas temperaturas, aumentando

los canales de agua descongelada.

Los efectos sobre la osmolaridad celular no son los uUnicos, el glicerol
también parece ejercer un efecto directo en la permeabilidad de la membrana
plasmatica, disminuyendo su fluidez al formar uniones con las proteinas (Parks
y Graham, 1992). Por otra parte, existe consenso en que a pesar de que el
glicerol protege las membranas del espermatozoide durante la
criopreservacion, también ejerce una cierta toxicidad celular, que afecta a la

membrana plasmética (Hammerstedt et al., 1990).

La concentraciéon 6ptima para una determinada especie representa
siempre un compromiso entre los efectos protectores y los efectos toxicos
(Watson, 1979). Por otra parte, la preservacion de la motilidad y la integridad
de las membranas (plasmatica y acrosomal) exigen concentraciones de glicerol
ligeramente distintas. En la congelacion de semen de rumiantes como bovino,
ovino y caprino, la totalidad de los trabajos publicados utilizan el glicerol como
el CP principal, con una concentracion optima del 7% (Watson, 1979; 1995). La
concentracion Optima de glicerol para la congelacion de semen bovino esta
también influenciada por otros componentes en el diluyente (Woelders et al.,
2003), con valores entre 0'25M (2'25%) y 1M (9%); varios estudios han

demostrado un efecto téxico mas alla de esta concentracion (Fahy, 1986).
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2. DMSO. Desde el descubrimiento de sus propiedades, el DMSO se ha
usado como un CP cuya accion se atribuye principalmente a su habilidad para
prevenir la acumulacién excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el
proceso de congelacion, ademas de la formacion de los cristales de hielo que
rompen la estructura de la membrana; su bajo peso molecular permite la
entrada rapida través de la membrana celular, modula la estabilidad y fases de
la bicapa fosfolipidica, asi como también influye en los procesos de solvatacion
de agua. Se han sugerido las interacciones electrostaticas de DMSO con
fosfolipidos, lo que parece ser critico para la crioproteccién de la membrana
(Porcu, 2001).

3. 1,2-Propanodiol: Ha sido utilizado principalmente para la congelacién
de blastocistos y embriones en estado de preimplantacion en humanos y otras
especies (Porcu, 2001).

- CPs No-Penetrantes: Son sustancias de alto peso molecular, efectivas
a velocidades altas de congelacion. Son importantes por ejercer su accion
promoviendo la rapida deshidratacion celular, y suelen usarse asociados a los
agentes penetrantes. Los mas utilizados son: sacarosa, glucosa, dextrosa y

dextrano.

- Yema de Huevo: Ademas de los CPs mencionados anteriormente, la
yema de huevo ha sido también utilizada ampliamente desde muchas décadas
atras, por su alto poder amortiguador. Actualmente, varios autores confirman
que se utilizaba en la mayoria de animales domésticos, asi como en especies
exoticas (Holt, 2000). Phillips (1939) fue el primer autor en describir el efecto
protector que la yema de huevo tiene sobre la membrana espermatica y
acrosoma del espermatozoide frente al “choque térmico”, siendo todavia un
constituyente habitual de los diluyentes usados en la congelacion del esperma
bovino. La yema de huevo posee unas fracciones lipidica (fosfolipidos, lecitina,
cefalina) y proteica que han demostrado tener un efecto CP frente al choque

térmico durante el proceso de refrigeracion, congelacion y descongelacion.
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La cantidad de yema de huevo, comunmente usada como medio de
congelacion de semen, estd entre el 15 y el 30%. Estos rangos de
concentracion se basan en resultados obtenidos por varios autores, donde el
porcentaje de espermatozoides motiles post-descongelado son Optimos.
Recientemente, se ha estandarizado que la proporcion de yema de huevo en

diluyentes comerciales de toro sea del 20% (Amirat et al., 2004).

- Lipoproteinas de Baja Densidad: Dadas las necesidades de control de
enfermedades, y por consiguiente, de eliminacion de sustancias bioldgicas para
la conservacién de material criopreservado, existe una fuerte tendencia a que
la yema de huevo sea sustituida. En este sentido, se ha propuesto el uso de
diluyentes con aditivos naturales, como la lecitina de soja (Jiménez et al.,
2004); ya es posible encontrar en el mercado diluyentes comerciales para toros

a base de lecitina de soja (Biociphos® o Bioexcell®).

Se ha sugerido recientemente, que las lipoproteinas de la yema de
huevo protegen a los espermatozoides durante la congelacion-descongelacion,
debido a que éstas se unen a las proteinas del plasma seminal presentes en el
semen, secuestrandolas en su mayoria, y por tanto, impidiendo su efecto
negativo sobre la membrana espermatica. Se han realizado estudios, como los
de Amirat et al. (2004), en los que se describe una técnica para la purificacion
de la yema de huevo por ultracentrifugacién en un gradiente de densidad. De
esta forma, se obtiene la fraccion denominada “Low-Density Lipoprotein” (LDL),
realizandose ademas, esfuerzos para probar si la fraccion LDL tiene las

mismas propiedades protectoras que la yema de huevo entera.

La mayoria de estudios consultados reportan un efecto positivo sobre la
motilidad del semen, ya que la proteina de baja densidad actia muy bien como
amortiguador. Amirat et al. (2004) estudian y comparan la fertilidad después del
proceso de congelacién y descongelacién utilizando yema de huevo entera en
diluyente comercial (Optidyl®) o en LDL, encontrando que no existen
diferencias significativas entre ambos, por lo que concluyen que la LDL puede

ser utilizada para la conservacion de semen.
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2.5.4.3. Concentracion espermatica de dosis seminales

El n° de espermatozoides para la constitucion de una dosis seminal fértil
es mucho mayor, a veces mas del doble, para el semen congelado que para el
refrigerado. La situacién se agrava cuando el semental del que se extrae el
semen pertenece a una raza que no ha sido seleccionada por su aptitud
reproductiva, con lo cual, el n° de esp/dosis fértil ha de ser aun mayor. A veces,
no solo el problema se encuentra en aumentar el n°® de células espermaticas
vivas, sino que también es necesario considerar la situacion particular de la
poblacién de esa raza, caso de un pequefio n°® de sementales donde no se
puede elegir entre diferentes animales, ya que hay que conformarse con lo que
queda (Poto y Peinado, 1999).

Uno de los conceptos principales con respecto a la evaluacién de la
fertilidad de los toros, es la relacion calidad/cantidad de espermatozoides.
Dentro de este concepto propuesto por Salisbury (1961), se considera que para
una “caracteristica” dada del semen, la fertiidad aumenta en funcion del
incremento de la misma hasta un valor maximo a partir del cual los factores

limitantes son otras caracteristicas del semen o la poblacion de hembras.

Esta “caracteristica” puede ser: 1) un factor cualitativo del eyaculado
(motilidad, proteinas del plasma seminal, etc.), 2) el n°® de espermatozoides
inseminados, o 3) el n° de espermatozoides con una caracteristica particular.
Pace et al. (1981), asi como Den Das (1992) demostraron que esta relacion
con la fertilidad existe realmente para el n° de espermatozoides que posean
una serie de criterios de vitalidad. Es decir, que el n° de espermatozoides
inseminados (y no el porcentaje) que presentan ciertos pardmetros de vitalidad
(motilidad progresiva, integridad del acrosoma, aptitud para reaccionar a la
prueba de resistencia osmdtica, etc.) esta correlacionado con la fertilidad. En lo
que respecta al n° de espermatozoides con motilidad progresiva, Pace et al.
(1981) informaron que la tasa de no retorno (TNR) a 90 dias disminuyd en 4'9%
cuando el n° de espermatozoides moviles post-descongelacién pasé de 8 a 2 x

10° esp/dosis.
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En otro estudio, Foote y Parks (1993) remarcaron que la fertilidad
disminuy6 un 1% (p<0’05) cuando el n°® de espermatozoides totales pasé de 24
a 12 x 10° esp/dosis. Sin embargo, este efecto de la disminucién eventual de la

fertilidad en funcion del n® esp no se observa en todos los toros.

Por otro lado, es importante sefalar que los toros catalogados como
"poco fértiles" no podran alcanzar una fertilidad correcta o comercialmente
aceptable, a pesar de utilizar dosis de semen altamente concentradas en
espermatozoides (Humblot, 1986). Januskauskas et al. (1996) compararon los
resultados de fertilidad obtenidos con 5 toros que fueron utilizados en 1A con
una concentracién de 10-15 x 10° esp/dosis. Dos toros mantuvieron su
fertilidad, mientras que los otros tres perdieron de un 3'4 a un 47% de TNR a
56 dias. Es interesante resaltar que el toro con peores resultados de fertilidad

era menos fértil atin con 15 x 10° esp/dosis (Oses et al., 2008).

Como regla general, los toros poco fértiles requieren mas esp/dosis para
alcanzar su valor maximo de TNR (Stalhammar et al., 1994). A su vez, este tipo
de toros no alcanzan una TNR dentro de lo que puede considerarse como

aceptable, a pesar de aumentar la concentracion espermatica por pajuela.

- Eleccion del n°® esp/dosis: Con motivo de simplificar el trabajo, la
mayoria de los CIA utilizan un objetivo comdn para todos los toros, que se

expresa con el n° de esp/dosis 0 n° de esp con motilidad progresiva/dosis.

La existencia de numerosas fuentes de variacion de fertilidad (toro,
eyaculado, estacion del afio, n® esp, IA, hembra) impone al CIA escoger un n°
de esp/dosis bastante elevado, lo cual establece un cierto margen de
seguridad. Esto justifica el empleo de cantidades altas de esp/dosis en toros de
razas lecheras (aprox, 20 x 10° esp/dosis), lo cual, segln el porcentaje de esp
con motilidad progresiva obtenido post-descongelacion (por ej. 30-50%),
permite disponer de 6-10 x 10° esp con motilidad progresiva/dosis para la gran
mayoria de los eyaculados. La TNR con 90 dias de promedio que se puede
esperar segun la férmula de Pace et al. (1981) seria del 704 y 71'4%,

respectivamente.
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2.5.4.4. Sistemas de envasado

Los envases utilizados tienen mucho que ver con el éxito de
supervivencia de los espermatozoides. Es escasa la bibliografia existente sobre
el método de envasado del esperma congelado/descongelado, sin embargo,
existen algunos estudios en morueco, donde se obtienen los mejores
resultados de fertilidad con el esperma envasado en pellets (Maxwell et al.,
1995). Aun asi, la demanda de mercado hace que otros tipos de envases
tomen, hoy por hoy, una mayor importancia, como son por ejemplo, las
pajuelas francesas de 0’25 y 0’5 ml, selladas con alcohol de polivinilo o por
ultrasonido (Garde, 1992).

En los estudios pioneros en esta area, los espermatozoides de cerdo se
congelaban en ampollas o en tubos de vidrio (Polge et al., 1970), usando bajas
tasas de congelamiento junto con concentraciones de glicerol relativamente
altas. Después, las técnicas de congelacion de semen de toro, se adaptaron al
semen del cerdo, disminuyendo las cantidades de glicerol del 1 al 3%, para
conseguir congelaciones rapidas (Pursel y Johnson, 1975). Los
espermatozoides de cerdo también han sido congelados en maxipajuelas (5
ml), pajuelas de aluminio (4-5 ml), pajuelas (0’5 ml) y en minipajuelas (0’25 ml)
(Eriksson, 2000). Esta variedad de envases busca albergar una cantidad
suficiente de espermatozoides que permitan una distribucién homogénea de la
temperatura. Los envases nos permiten almacenar de forma sencilla el semen
crioconservado en el tanque de NyL, facilitdndonos la identificacion de los

diferentes eyaculados (Eriksson, 2000).

Los actuales métodos de envasado de semen de toro se basan
principalmente en las minipajuelas francesas de 0’25 ml (Christensen et al.,
1999; Gil et al., 2000; Thum et al., 2002; Muifio et al., 2007; Muifio et al.., 2009;
Contri et al., 2010). El procedimiento ha estado en funcionamiento durante
muchos afos, y en general ha funcionado bien para el semen envasado y
congelado. Aunque no podemos obviar que también se usan las minipajuelas
de 0’50 ml (Koivisto et al., 2009; Guimaraes et al., 2010).
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Estudios realizados por Clulow et al. (2008), indican que en la
congelacion en pajuelas de 025 y 050 ml, no se observan diferencias
significativas en los parametros evaluados después de la criopreservacion del
semen. Para la congelacion de espermatozoides de carnero usando pajuelas
de 0’5 ml, han sido reportadas mejoras de la motilidad post-descongelado, en
comparacion con pajuelas de 0'25 ml (Maxwell et al., 1995). Estos autores
plantearon la hipotesis de que la diferencia en el area de superficie, con la tasa
de volumen entre los dos tamafios de pajuela, resulta en una tasa de
congelacion mas lenta para las pajuelas de 0'50 ml, lo que resulté beneficioso

para los espermas de carnero.

2.5.4.5. Curvas de temperatura

El proceso de congelacién expone a las células espermaticas a una
pérdida de agua y a un incremento de la concentracion de solutos intra y
extracelulares. La busqueda de una velocidad 6ptima de congelacion, para
prevenir la formacion de cristales intracelulares y minimizar el tiempo de
exposicion a la concentracion de solutos, es un hecho de mucha relevancia, ya
que de ello depende el éxito de un proceso de congelacion. La disminucion de
la temperatura debe realizarse de forma mas o menos lenta, con el fin de
mantener las caracteristicas de las proteinas del plasma seminal que

interaccionaran con las del nlcleo espermatico (Mazur, 1984a,b).

Se han desarrollado un gran n® de protocolos de congelacion, debido
principalmente a las diferencias observadas entre especies, sin que se haya
determinado con exactitud una curva estandar. Esto se debe principalmente a
gue los resultados dependen de factores tales como los diluyentes, CPs,
calidad seminal (parametro altamente variable entre individuos), etc. (Woelders
et al., 2003). Aunque se han realizado investigaciones para determinar la tasa
Optima de congelacion y la adaptacion de las curvas de enfriamiento
individuales para cada toro, ha habido muy poco progreso en un sentido

practico (Vishwanath y Shannon, 2000).
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El semen de toro se colecta en general sobre tubo seco y estéril sin
diluyente. Un estudio reciente (Wendee, 2007) narra las bondades de realizar
la colecta sobre un dispositivo llamado BreedMaX® que contiene diluyente en
su interior a 37°C antes de realizar la colecta. No obstante, el semen de toro
puede permanecer sin diluyente en un bafio de agua termostatizado durante un
periodo de 30 min. En efecto, a finales de los afos 60, algunos CIA practicaban
este método llamado "holding" (mantenimiento del semen puro 10-30 min en
bafio atemperado a 37°C antes de la dilucion). Es en parte lo que se sigue
realizando cuando dos colectas se hacen sucesivamente a 20 min de intervalo,
sin embargo, algunas veces se aconseja que en eyaculados altamente

concentrados (>2 x 10° esp/ml) se realice una predilucién.

Gran parte de los cuidados y tiempos usados en el laboratorio de los CIA
son destinados a evitar el choque térmico. Por regla general, después de
recogido, el semen debe enfriarse a 4-5°C de forma gradual (1'5-2 h), y luego
equilibrado (tiempo de espera a 4-5°C hasta congelacion) durante 3-24 h. Poco
se ha experimentado con la primera fase de la curva (37°C hasta 4-5°C). Asi
por ejemplo, diluyendo y llenando las pajuelas a temperatura ambiente, se han
obtenido buenos resultados de motilidad y vitalidad con semen calificado
mediocre al examen post-extraccion, bajando la temperatura de 20°C a 4°C en
160 min a una velocidad de 0'1°C/min en congelador programable. Es posible
gue este tipo de descenso de la temperatura sea mas regular, homogéneo y
lento que el enfriado en masa realizado en recipientes donde la técnica no esta
estandarizada (Wendee, 2007). Sin embargo, numerosas experiencia han sido
realizadas con el equilibrado y han mostrado que es mas importante el tiempo
de incubacién del semen diluido a 4-5°C que el tiempo en el que el semen esta

en presencia del glicerol (Salisbury et al., 1978).

Los trabajos de Gilbert y Almquist (1978), asi como de Frijters et al.
(2003) estan a favor de un equilibrado prolongado (9 y 16 h), respectivamente,
debido a una mejor motilidad, porcentaje de acrosomas normales y vitalidad
(integridad de la membrana) obtenida frente a periodos de equilibrado mas
cortos. El uso de tiempos de equilibrado largos fue experimentado por Foote y

Kaproth (2002), quienes compararon en un test a gran escala (14.000 IAs) dos
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tiempos de equilibrado del semen bovino diluido en diluyente a base de leche:

4 vs. 28h, sin observar diferencias significativas en la fertilidad.

Pribenszky et al. (2006) presentaron una mejora substancial de los
resultados a la descongelacion y de la fertilidad del semen bovino después que
las pajuelas fueran tratadas con presion de 300 bar durante 90 min a
temperatura ambiente antes de practicar el enfriado a 4-5°C. Esta estrategia
puede ser interesante para toros de baja congelabilidad, no obstante, es

necesario que se evalle con un n° de toros importante.

El tipo de envasado usado para contener el semen: pajuelas finas,
medias, pellets, etc., tienen influencia en la curva de congelacién, sin embargo,
son escasos los articulos cientificos que han comparado un eyaculado
fraccionando la calidad de cada envasado frente a la fertilidad a campo. Por
regla general, no existen diferencias significativas de fertilidad entre las

pajuelas finas y las medias (Kupferschmied, 1982).

Las técnicas de congelacion del semen en si han evolucionado de forma
importante en estos ultimos 10 afios. Hoy en dia, la mayoria de los CIA poseen
congeladores programables que permiten modular la curva de enfriado en
ritmos de 0'1°C/min hasta 60°C/min. La curva de descenso de temperatura
para el semen bovino puede realizarse a diferentes velocidades (Saacke,
1982), sin embargo, los mejores resultados son obtenidos con una velocidad de
descenso de 40-50°C/min entre -10 y -100°C.

El semen de toro puede ser congelado en congeladores de vapores
estaticos, vapores de N,L o mediante el uso de congeladores programables. La
mayor parte de los trabajos publicados utilizan congeladores programables a
un ritmo de congelacion de 5°C/min; de 5°C a -10°C; de -40°C/min; de -10°C a -
100°C; de -20°C/min y de -100°C a -140°C (Muifio et al., 2007; 2009; Contri et
al., 2010). Ademas, en la bibliografia encontramos otras pautas de congelacion,
de 5°C/min; de 5°C a -10°C; -40°C/min y de -10°C a -150°C (Gil et al., 2000).
Christensen et al. (1999) proponen un ritmo de congelacion mas agresivo, de

de 5°C a -120°C a -60°C/min vy transfiriendo luego a NoL. En relacién a la
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congelacion en vapores estaticos de N,L, algunos CIA aun lo siguen utilizando,
aunque este sistema presenta grandes desventajas, ya que las muestras

seminales estan sometidas a condiciones incontrolables de congelacion.

La ventaja de congelar en vapores estaticos es que todas las pajuelas
en cualquier ciclo dado de congelacion, estan sujetas a las mismas tasas de
enfriamiento, porque las pajuelas estan colocadas a un solo nivel del NoL. En
cambio, en los congeladores programables las pajuelas estan colocadas en
mas de un nivel, y ello contribuye a considerables variaciones en la tasa de

congelacion (Vishwanath y Shannon, 2000).

El uso de vapores de N,L se hace mayormente en cajas de materiales
resistentes a cambios de temperatura agresivos. Este sistema es muy parecido
al anterior. Las pajuelas son colocadas comunmente a una altura de 4 cm
sobre el nivel de N,L, por un periodo de exposicion de 10 min (Amirat et al.,
2004). EIl ritmo de congelacion depende exclusivamente de la distancia que
existe entre las pajuelas y el nivel de N,L, siendo por lo general de 60°C/min.
Trabajos llevados a cabo por diferentes autores, como Cochran et al. (1984),
no han encontrado diferencias significativas en la motilidad post-descongelado

del semen a distancias variables sobre la superficie del N,L.

En la bibliografia, encontramos discrepancias entre autores en lo que
respecta al tiempo de exposicion a vapores de N,L, asi como en la distancia de
separacion entre las pajuelas y la superficie del N,L. De esta forma, segun
Hidalgo (2004) se observa mejor vitalidad espermatica cuando se colocan las
pajuelas a una distancia de 2 cm sobre la superficie del N,L durante 8-9 min.
Para Vazquez et al. (1998), la congelacion en vapores de N,L debe realizarse

durante al menos 10 min.

2.5.4.6. Almacenamiento de dosis seminales

La calidad de un semen muy fértil puede deteriorarse rapidamente si se
maneja o se almacena descuidadamente. El semen debe de ser procesado

bajo normas estrictamente controladas y sujetas constantemente a pruebas de
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control de calidad. El semen bovino congelado puede guardarse durante un
tiempo indefinido si se mantiene de forma constante a temperaturas muy bajas.
La temperatura critica es -44’4C (-112F), por lo tanto, las muestras sometidas
a temperaturas que excedan de este valor, incluso durante un periodo corto de
tiempo, suelen dafarse, a pesar de un rapido retorno a las temperaturas de
almacenamiento. La magnitud del dafio dependera del lapso de tiempo que el
semen se expone a temperaturas elevadas. Aungue es facil mantener el semen

congelado a una temperatura segura (Quintero y Gonzalez, 2005).

Los fabricantes no estaban interesados en mejorar los tanques de
almacenamiento y transporte de semen, hasta que J. Rockefeller Prentice,
duefio del Servicio Americano de Criadores, privadamente proporcioné una
suma de dinero sustanciosa, que convencié a la division Linde (Cyanamid), de
gue habia mercado para contenedores de N,L con un aislamiento mejorado. La
exitosa criopreservacion del esperma y el desarrollo de los contenedores de
N.L proporcionaron los cimientos en los que se sustenta actualmente la

industria de la criopreservacién de semen (Foote, 2002).

En la practica diaria de IA, las células espermaticas sufren mas
alteraciones en el termo de trabajo del inseminador que en el termo de la
estacion de la granja, debido a la existencia de mayores factores adversos de
manejo, manipulacion, variaciones de temperatura e influencias
medioambientales. Se plantea que la regularizacion de la temperatura es uno
de los factores mas importantes a considerar cuando se manipula el semen.
Las fluctuaciones de la temperatura ocasionan que la calidad del semen se
deteriore r4pidamente. Por ello, los cambios de temperatura deben ser
minimos. La manera en la que se maneje el semen puede afectar la tasa de

concepcion de todo el rebafio (Duarte, 2006).

En relacién con el semen post-descongelado sometido a las pruebas de
resistencia a la exposicion a 37T en el banco de semen del CIA, los valores
obtenidos de motilidad progresiva en la 12 h fueron buenos (44’16 + 1°'67).
También fueron buenos los resultados de la viabilidad en la 22 h. Y aunque

hubieron diferencias significativas (p<0’01) al comparar las medias de la
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motilidad progresiva post-descongelacion (4748 + 1'67) y la resistencia
espermatica en la 22 h (40'00 + 2'14), ambas cifras se correspondieron con
valores considerados normales de calidad del semen. Estos resultados,
muestran que el semen congelado almacenado en el banco, practicamente no
sufre variaciones bioldgicas y funcionales durante muchos afios. Se ha
evaluado semen almacenado de 1 a 20 afios sin que se reportaran
afectaciones morfoldgicas, bioquimicas y funcionales significativas en los

espermatozoides (Tamayo y Duvergel, 1992).

2.5.4.7. Descongelacion

La descongelacion es el proceso por el cual una sustancia que se ha
solidificado por la pérdida de calor cambia al estado de liquido con la ganancia
de energia procedente del medio que le rodea. Existen diversos procesos para
realizar el cambio de estado en las dosis seminales criopreservadas bovinas.
La ganancia de temperatura se realiza sumergiendo la pajuela dentro de un
termo atemperado a 37°C, 30 seg. En estudios de mayor precision se utiliza la
inmersion en bafios termostatizados a 56°C, 12 seg (Thilmant, 1997), en la
especie porcina. Aunque diversos autores proponen una descongelacion rapida

a 52°C, 12 seg para envases de semen porcino de 0’5 ml (Sellés et al., 2003).

La viabilidad post-descongelacién se determina mediante el porcentaje
de espermatozoides con motilidad progresiva y el vigor espermatico. Durante la
congelacion-descongelacion los dafios que se producen en la membrana
pueden no ser completamente expresados inmediatamente después de la
descongelaciéon. Por ello, el semen debe ser incubado a 37°C, 2 h en una
evaluacion conocida como prueba de termorresistencia o de incubacion. El
semen descongelado de buena calidad normalmente tiene 40-50% de
espermatozoides con motilidad progresiva. Después de 2 h de incubacion,

estos valores disminuyen un 10-15% (Catena y Cabodevila, 2002).

Los controles de calidad espermatica aseguran alta fertilidad, pero no es
suficiente que una muestra de semen tenga buena motilidad después de la

descongelacién, es necesario que varias pajuelas de cada extraccion sean
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sometidas a una prueba de estrés antes de determinar la motilidad y la
integridad de membrana. Se ha demostrado que la evaluaciéon después de la
prueba de estrés tiene mayor correlacion con la fertilidad que la evaluacion de
motilidad inmediatamente después de la descongelacion. Ademas, la

morfologia del semen debe ser evaluada en todos los toros (Dejarnette, 2010).

La criopreservacion, cuyo proposito es garantizar la supervivencia de los
espermatozoides, ocasiona un dafo irreversible a las membranas plasmaticas
y causa la muerte celular o cambios parecidos a los de la capacitacién
espermatica, que dificultan la capacidad para interactuar con el ovocito en la
fecundacion. Si bien, los procesos de congelacion y descongelacion afectan a
una gran proporcion de espermatozoides, existe gran variacion entre

individuos, algunos con menos afectaciones que otros (Vera, 2003).

2.6. Recongelacion espermatica

La posibilidad de realizar la recongelacion de semen descongelado
podria tener importantes beneficios para el futuro de la tecnologia reproductiva
animal. Algunos de los beneficios que podria aportar seria el de mejorar las
probabilidades de fertilizacion cuando el semen esté criopreservado en grandes
cantidades, en suministros limitados, se trata de un semen muy valioso o ha

sido descongelado por equivocacion (Owiny et al., 2010).

Los programas de conservacion genética para especies en peligro de
extincion y ganado en general estan basados fundamentalmente en la
criopreservacion del material genético masculino. Para cumplir con las
cambiantes regulaciones higiénicas cuando el semen se descongela, es
necesario purificar los espermatozoides y tratarlos con antibidticos especificos
antes de realizar la recongelacion para su envio al mercado y permitir el

intercambio de material genético entre paises (Maxwell et al., 2007a,b).

La realizacion del sexado de los espermatozoides entre ciclos de
congelacion-descongelacién, es una de las principales finalidades de la

recongelacion (Vazquez et al., 2009). Sin embargo, esta técnica posee un
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coste muy elevado en cuanto a instalaciones y mantenimiento, por lo que
existen muy pocos laboratorios en los que se pueda realizar. Por lo tanto, para
la realizacion del sexado es necesario enviar las muestras biolégicas desde el
punto de recogida en el campo a un laboratorio que ofrezca este servicio.
Puesto que la refrigeracion de las muestras para su envio al laboratorio
especializado puede ser perjudicial incluso controlando las limitaciones como el
tiempo y temperatura, la recongelacion esperméatica seria la solucién al
principal problema de este tipo de transporte: la caducidad de las muestras

espermaticas (Alvarez, 2012).

La congelacion-descongelacion en dos o mas ciclos ya ha sido realizada
en varias especies de animales domésticos con el fin de mejorar los recursos
genéticos disponibles, reduciendo asi los costes que supone el
almacenamiento (Saragusty et al., 2008), asi como también en el caso del

sexado de espermatozoides por citometria de flujo (Maxwell et al., 2007a,b).

Un estudio sobre las caracteristicas del semen recongelado equino con
diferentes diluyentes concluye que el semen equino puede ser recongelado con
el objetivo de obtener un mayor n° de pajuelas del mismo animal para ser
utilizadas en programas de ICSI, ademas de concluir que en esta especie es
posible la recongelacién del semen como opcidn para preservar y optimizar el
uso de material genético valioso para el futuro de la reproduccion asistida
(McCue et al., 2004a,b). También ha sido estudiada la recongelacion en cabra
con el objeto de crioconservar el semen que ha sido descongelado de forma

erronea (Carwell et al., 2010).

En el campo de la reproduccién humana se ha realizado la congelacion-
descongelacion del semen hasta en tres ciclos con buenas caracteristicas
espermaticas tras los mismos (Bandularatne y Bongso, 2002), e incluso se ha
recongelado semen humano mediante N,L (Verza y Esteves, 2004) y estudiado
la resistencia de los mismos a los dafos producidos tras las repetidas
congelaciones realizadas (Verza et al., 2009). También se ha utilizado la
recongelacion espermatica en pacientes con cancer testicular, obteniéndose

resultados positivos tras el primer intento de FIV (Franco y Borges, 2010).
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La eficacia de la recongelacion espermatica en cuanto a fertilidad final
obtenida se demuestra en diversos trabajos (ovino: Hollinnshead et al.,
2004a,b; De Graaf et al., 2007; Morton et al., 2006; toro: Arav et al., 2002;
caballo: McCue et al. 2004a,b.). Choi et al. (2006) emplearon semen
recongelado para la realizacion de ICSI en caballo y obtuvieron unos resultados
de desarrollo embrionario temprano sin diferencias con respecto al semen

control que tan solo habia sido sometido a una congelacion.

Por otra parte, las pérdidas de calidad seminal que se producen durante
la recongelacién podrian ser menores con la utilizacion de gradientes de
seleccidon espermatica, que usado entre dos ciclos de congelacion consecutivos
podrian mejorar la calidad de las muestras, lo que ayudaria a seleccionar la
poblacién con mayor motilidad (Nicolas et al., 2012), y mejorar el proceso de
sexado espermatico con el aumento en la proporcion de espermatozoides vivos

tras la separacion de espermatozoides X e Y (Alvarez, 2012).

Existen referencias sobre la eficacia obtenida tras la IA de vacas con
semen redescongelado. Arav et al. (2002) indican que el semen que ha sufrido
doble congelacion puede obtener una fertilidad muy proxima a la de vacas
inseminadas con semen congelado convencional. Aunque segun el tipo de
tratamiento realizado, los resultados de gestacion tras la IA de vacas con
semen recongelado pueden diferir. Asi, una sola gestacién fue obtenida
después de la IA de semen sexado por citometria de flujo cuando fueron
inseminadas doce vacas; esto significa que mejorando las técnicas de manejo
del semen después de una vez descongelado y las de posterior recongelacion,

se podria aumentar la fertilidad post-1A (Undserwood et al. 2010a).

Ademas, y a falta de una mayor cantidad de estudios, el semen
recongelado parece estar influido por el donante, con diferencias significativas
de fertilidad entre toros; teniendo esto relacion con la fertilidad obtenida para
los toros cuando solo se utiliza semen una sola vez congelado. Siendo mayor
la fertilidad del semen recongelado de toros que tienen una fertilidad mayor que

con semen solo congelado (Underwood et al, 2009b).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Animales

Para la realizacion de este estudio se han tenido en cuenta en primer
lugar, los valores promedio de los parametros seminales de 12 toros de raza
ML, con edades comprendidas entre 2 y 4 afos, considerados toros jovenes
(ML2, ML6, ML8, ML9, ML11, ML12 y ML13) y de mas de 4 afos, considerados
toros adultos (ML1, ML3, ML4, ML5 y ML7), cuyas dosis seminales se
conservan en el Banco de Germoplasma del IMIDA, con el objeto de conocer
las relaciones y similitudes de todos los donantes de semen con los resultados
obtenidos en el apartado de semen congelado y recongelado bovino. Estos
valores pertenecen a todas las recolecciones seminales de los sementales que
han existido en las ganaderias desde que se iniciaron las actividades de

conservacion de esta raza.

Para llevar a cabo el resto de apartados que figuran en este documento
se han seleccionado 6 toros extemporaneos entre si de la raza ML de todos los
que componen el Banco de Germoplasma y ubicados en granjas de criadores
inscritos en el Libro Genealogico de la raza. Las denominaciones que fueron
asignadas a cada uno de los toros para facilitar el estudio y su lugar de
procedencia, son las otorgadas en el Libro Genealdgico de la raza y que a

continuacion se detallan:
ML2 (toro ML n°2) : Animal procedente de una explotacion situada en La
Orilla del Azarbe (Murcia).

ML3 (toro ML n°3) : Animal procedente de una explotacion situada en
Beniajan (Murcia). N° R.E.G.A: ES300304900003.

ML5 (toro ML n°5) : Animal procedente de una explotacién situada en El
Mojon (Alicante). N° R.E.G.A: ES300303740101.

ML8 (toro ML n°8) y ML9 (toro ML n°9) : Animales procedente de una
explotacion situada en Dolores (Alicante). N° R.E.G.A: ES030640000024.
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ML11 (toro ML n°11): Animal procedente de una explotacion situada en
Alguerias (Murcia). N° R.E.G.A: ES300300500006.

3.2. Obtencion de semen: electroeyaculacion

La obtencion de semen de toros por el método de la electroeyaculacion
ha permitido el establecimiento de bancos de germoplasma de machos

reproductores seleccionados (Barrios, 2002).

A los toros del estudio se les extrajo el semen mediante un
electroeyaculador (ElectroJac 5, Ideal® Instruments). Para ello, se introdujo la
sonda del electroeyaculador en el recto del animal; a continuacion se aplicé un
voltaje de entre 10 a 24 V segun la respuesta individual del semental,
controlado manualmente hasta que éste exteriorizara el pene. Una vez que los
toros comenzaron a eyacular, se recogieron los eyaculados con el colector de
semen. El semen se depositd en un tubo de recogida atemperado para evitar

cambios bruscos de temperatura que afectaran la calidad del eyaculado.

3.3. Experiencia 1. Parametros seminales en toros de raza ML

Una vez obtenido el semen se realiz6 una valoracion inicial de la calidad
del eyaculado, realizada siempre por el mismo operario, mediante los
parametros fisicoquimicos de color, olor volumen y pH, ademas de otros
parametros (concentracion, motilidad y vitalidad) que se detallan en este

apartado:

3.3.1. Color, olor, volumen y pH

El color y el olor fueron medidos de forma subjetiva eliminandose

aquellos eyaculados que no presentaron color y olor acordes con lo esperado.

La medida del volumen del eyaculado tras su recoleccion es
imprescindible para poder determinar el n® de dosis a preparar, asi como la

cantidad de diluyente que se adiciona para su posterior congelacion. El
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volumen fue medido en tubos graduados previamente esterilizados en

autoclave (Selecta, Micro7).

El pH del semen fue medido con tiras de papel indicador Lyphan® (rango
pH 6'6-8'1), siendo este rango el que se esperaba encontrar como pH normal
del semen de toro.

3.3.2. Concentracion espermatica

Para la medicién de la concentracion espermatica se utilizé la técnica de
turbidimetria utilizando el fotémetro Spermacue® (Minitiibe, Alemania) calibrado
para la especie bovina. Para ello se tom6 una alicuota de 25 pl con pipeta

automatica y se colocé en la microcubeta de Spermacue®.

El fotometro realiza una medicion de forma indirecta, relacionando el
grado de absorcion o dispersion de la luz que provocan los espermatozoides de
una muestra de esperma con su concentracion. Sin embargo, para que este
método se muestre preciso, requiere una calibracion previa mediante una curva
determinada por recuento microscopico en camara, debido a que la
transmitancia varia de acuerdo a la concentracion espermatica. Ademas,
depende también del tamafio y forma del espermatozoide o del indice de
refraccion, factores que son variables entre individuos (Mocé y Graham, 2008).

3.3.3. Motilidad espermatica masal

La evaluacion de la motilidad masal se realizé de forma subjetiva. Para
ello, se colocd un volumen de aproximadamente 10 pl en un portaobjetos
previamente atemperado a 37°C en platina térmica. La muestra fue evaluada
bajo microscopio optico (Leica, DM-2000) con platina térmica y a 100 X para
observar asi el movimiento en masa de los espermatozoides, preferentemente
observandolos en el limite entre la gota seminal y el portaobjetos. La
clasificacion de los eyaculados bovinos segun su motilidad masal se detalla en
la tabla 4.
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Tabla 4. Clasificacion de la motilidad masal en eyaculados bovinos (Vera, 2003).

Valor Clasificacion Descripcion
1 Pobre No hay ondas. Movimiento espermético vibratil.
2 Aceptable Ondas ligeras con movimientos apenas perceptibles.
3 Bueno Ondas aparentes. Remolinos con movimientos moderados.
4 Muy Bueno Ondas oscuras con movimientos rapido.

El baremo 1-4 difiere de lo establecido por Bonadonna (1962), que lo
establecié en 5 categorias, siendo el primer valor el 0, definido como aquel
semen gue no tiene ningun tipo de movimiento. Esta evaluacion se realizé en
todos los eyaculados obtenidos para proceder a la utilizacion posterior del
semen. En caso de obtenerse valores inferiores a 3, fue desechado el
eyaculado. Los datos de este examen no se reflejan en los resultados, dada su

elevada subjetividad.

3.3.4. Vitalidad

3.3.4.1. Porcentaje de espermatozoides vivos y motilidad individual

La evaluacion del porcentaje de espermatozoides vivos se realiz0 de
forma subjetiva bajo microscopio 6ptico de campo claro (Leica, DM-2000) con
platina térmica a 100 X; para ello, se realizé una diluciéon 1:2 de semen en
medio Tyrode. Ademas, se llevo a cabo la valoracidén subjetiva de la motilidad
individual de todas las poblaciones espermaticas que se presentaron en cada
campo microscopico. Valorandose mediante una escala subjetiva (0-5) segun
el tipo de movimiento espermatico y su velocidad (Bonadonna, 1962). Se
utilizaron los eyaculados que presentaron como minimo un porcentaje del 50%

de espermatozoides con movimiento rectilineo progresivo por encima de 3.

3.3.4.2. Tincién vital: integridad de membrana

Para la observacion de los espermatozoides con la membrana dafada

se utilizé la tincion E-N, con la que aparecieron tefiidos de rojo o rosa aquellos
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espermatozoides con membrana dafada, e intactos aqguellos espermatozoides
gue aparecieron sin tefir. Esto es debido a que el colorante es capaz de
atravesar y colorear aquellos espermatozoides con la membrana celular
dafiada, asi como de no tefiir aquellos que posean la membrana celular intacta,
y por tanto, no dejar paso al colorante a su interior (Pérez y Pérez, 1985;
Gloria, 2012). Para ello se hicieron frotis y se observaron en microscopio éptico
de campo claro (Leica, DM-2000) a 40 X. Se contabilizaron un total de 300
células espermaticas de cada preparacion, englobando las células

espermaticas dafiadas y no dafiadas.

3.4. Métodos de dilucion y conservacion del semend e toro ML

3.4.1. Diluyentes

Para la realizacion de la congelacion de las células espermaticas
bovinas se uso el diluyente utilizado segun el protocolo de Watson (1976) y del
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (1985) mediante el empleo del
diluyente Tris, preparado a partir de las diluciones referidas en las tablas 5 y 6.
Las diluciones se prepararon a una temperatura de 20°C, ajustandose el pH de
cada una de ellas (pH= 6’75 para la dilucion | y pH= 6’85 para la dilucion 1)
mediante potenciometro Crison. Las diluciones fueron filtradas con filtro de
diametro de poro 240 mm para eliminar los posibles restos derivados de la
yema de huevo utilizada en su composicion. Estas diluciones se mantuvieron a

4°C hasta una semana.

Tabla 5. Preparacion de la dilucién base.

TRIS 36'05¢g
Acido citrico 2024 g
Fructosa 14’88 g
Penicilina G sodica 1.000.000 UI
Sulfato dihidro-estreptomicina 19
H,O bidestilada 1.000 ml
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Tabla 6. Preparacion de las diluciones | y II.

Dilucion | (pH=6'75) Dilucion 1l (pH=685)
Cantidad total (ml) 1.000 Cantidad total (ml) 1.000
Dilucion base 672 Dilucion base 672
H,O destilada 128 Glicerina 128
Yema de huevo 200 Yema de huevo 200

Para el mantenimiento y dilucion de los espermatozoides tras la
descongelacion se utilizo el medio Tyrode (Rigby et al.,, 2001), cuya

composicion se detalla en la tabla 7.

Tabla 7. Composicion del medio Tyrode (Rigby et al., 2001).

Compuesto Concentracion (g/l)

NacCl 800
KCI 020
CacCl, 020
MgCl, 0'10
NaH,PO, 0’05
NaHCO; 1'00
Glucosa 1’00

3.4.2. Crioprotectores

Para el presente estudio se utilizd el glicerol como CP celular en la
congelacion espermatica, ajustando su concentraciéon al 12’8% sobre la dilucién
[I. Como la union de la dilucion | mas el semen vy la dilucion Il se hace a partes
iguales y la primera no lleva glicerol, la concentracion final del glicerol queda al
6'4%.
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3.4.3. Concentracién espermatica de dosis seminales

La concentracién de espermatozoides se ajusté a 80 x 10° esp
totales/ml, de los cuales al menos el 30% deben presentar motilidad progresiva
después de efectuado todo el proceso. Por todo lo cual, cada dosis seminal de
0’5 ml de volumen contendra 40 x 10° esp totales.

Para el calculo de las dosis a preparar segun el volumen de eyaculado,
el primero de los pasos seguidos fue conocer el volumen de semen obtenido
mediante un tubo de vidrio graduado, y la concentracion espermatica mediante
fotbmetro; el n° de espermatozoides totales obtenidos se disminuye en un 10%
para compensar los que se pierden a lo largo del proceso (restos que quedan
en el material de vidrio, etc.). Seguidamente, se dividi6 el n° total de
espermatozoides obtenidos por 40 x 10° (n® minimo recomendado de

esp/dosis). La formula valida para este calculo es:

N° de dosis = ((Volumen x Concentracién) — 10%) / 40 x 10°

Para el calculo del volumen final del conjunto de diluyentes mas el
semen se procedio de la siguiente forma: el diluyente final, expresado en ml, es
el n° de dosis multiplicado por 0'5 ml que contiene cada pajuela. Este volumen
final se consiguié agregando al semen las diluciones 1 y Il, siguiendo las pautas
que a continuacion se detallan, teniendo en cuenta que el volumen de dilucion |

mas el semen debera ser igual al volumen de la dilucién II:

- Dilucion I: en primer lugar, afiadir al semen la cantidad equivalente al
volumen de semen obtenido; a los 15 min agregar la mitad de la dilucion I, y

por ultimo, completar a los 10-15 min con el resto de la dilucion | calculada.

- Dilucion 1l o glicerolizacion: pasados 10 min, afiadir al conjunto anterior
una quinta parte de la dilucidén 1l repitiendo esta operacion cada 10 min, 5
veces. De esta forma se consigue un suave aumento gradual de la presion

osmotica.
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El semen procesado fue homogeneizado tras cada adicion de diluyente |
y Il para asegurar la distribucion correcta de elementos nutritivos y

crioprotectores.

3.4.4. Identificacion de envases seminales (pajuelas)

Previamente, todos los envases seminales que iban a contener los
espermatozoides fueron identificados con la fecha de congelacion seminal y las
siglas identificativas del toro ML al cual pertenecia el semen. Ademas de esto,
en todas las pajuelas utilizadas para la congelacion se grabaron los otros datos
establecidos en el R.D. 841/2011, por el que es de obligado cumplimiento que
en el envase de todas las dosis seminales bovinas estén claramente legibles

los siguientes caracteres numéricos y alfanuméricos:
N (Fecha congelacién) BMU (cAdigo identificativo del toro) ES-13-RS-01-B

Donde N (se refiere a que el semen contenido en la pajuela pertenece a
una raza en peligro de extincién y que ese material genético puede ser utilizado
para fines cientificos o experimentales); BMU (Bovino Murciano Levantino); ES-
13 (provincia donde se autoriza el centro y/o equipo, en este caso, Murcia); RS
(actividad referida a la recogida de semen); 01 (digitos que se asignan de
forma correlativa al centro de recogida, segun el orden de registro
confeccionado al efecto en la Comunidad Autbnoma) y B (cddigo que se refiere
a la especie con la que se esta trabajando, en este caso “Bovina”). Esto es asi
para el semen recogido y utilizado después del afio 2011, fecha de publicacién
del R.D. El semen recogido con anterioridad a esa fecha fue identificado con la
fecha de recogida, el codigo de la raza a la que pertenece (ML) y el n°

correlativo otorgado al donante por el IMIDA.
3.4.5. Sistema de envasado seminal
Las dosis seminales fueron envasadas en pajuelas de 0’5 ml mediante

sistema semi-automatico de envasado y sellado con bolas de acero (Minittbe,

Alemania).
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3.4.6. Curva de temperatura

El dia de la recogida seminal, las diluciones | y Il, ademas de todo el
material utilizado, se mantuvieron a 20°C. Una vez obtenido el eyaculado a
partir de los métodos mencionados anteriormente, y una vez afiadidos los
diluyentes | y Il segun el protocolo, se redujo la temperatura de 20°C a 5°C en
30 min (velocidad: -0'5°C/min). Operacion que se consiguié mediante la adicion
de hielo. Una vez alcanzados los 5°C, se realiz6 un examen rapido de la
vitalidad de los espermatozoides mediante observacion por microscopia Optica.
A continuacion, el semen se pasé a una camara de refrigeracién a 5°C, en la
que se mantuvo equilibrado durante 4 a 6 h. La operacion de envasado y
sellado de las pajuelas se realiz6 en la misma camara de refrigeracion a 5°C.
Tras la operacion de envasado y sellado de las pajuelas, éstas se colocaron en
estantes metdlicos de congelacién y se congelaron en un biocongelador
programable “Computer Controlled Rate Freezer 14S SY-LAB. Icecube”
(Minitibe, Alemania).

La congelacién espermatica se realizd con la curva de temperatura
cuyas pautas se relacionan a continuacion: Temperatura de inicio 4°C. Primera
rampa de 4°C hasta -6°C a -1°C/min, en 10 min; mantenimiento a -6°C durante
1 min; de -6°C hasta -196°C a -47'50°C/min, en 4 min.

3.4.7. Almacenamiento de dosis seminales

Una vez realizada la congelacion de las dosis seminales en el
biocongelador programable, las pajuelas se sumergieron en N,L y fueron
almacenadas en contenedores de N,L a -196°C.

3.4.8. Descongelacion

La descongelaciéon de las pajuelas de 0’5 ml se realizdé en agua a 56°C
durante 12 seg (Thilmant, 1997). El contenido de cada una de las pajuelas
descongeladas fue vertido y mantenido en tubos de ensayo atemperados en

bafio termostatico a 37°C, conteniendo cada uno de ellos 1 ml de medio Tyrode
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(Tabla 7). Esta solucién fue preparada con H,O bidestilada, el pH fue ajustado a

7'4 y almacenada en camara frigorifica a 4°C como maximo una semana.

3.5. Experiencia 2. Valoracion de la calidad del semen congelado y

recongelado

Los parametros del espermiograma de semen de toro ML descongelado

estudiados fueron los siguientes:

3.5.1. Porcentaje de espermatozoides vivos y motilidad individual

Estos dos parametros fueron valorados tal y como se describe en el
apartado 3.3.4.1, diluyendo en medio Tyrode en una relacion semen:diluyente
de 1:2. Normalmente, el semen congelado de toro esta demasiado concentrado
como para poder determinar estos parametros de la dosis seminal sin tener
que diluir el semen (Vera, 2003). La existencia de un movimiento progresivo
lineal en el espermatozoide es la caracteristica fundamental de la que nos ha
de informar la motilidad individual, dato de vital importancia, ya que la fertilidad
y el n° de espermatozoides moviles inseminados estan notoriamente

relacionados (Bearden y Fuquay, 1982).

3.5.2. Test de resistencia espermatica

Para conocer la capacidad de supervivencia que tendrian los
espermatozoides en el tracto de la hembra, se descongelé una pajuela de 0’5
ml en agua a 56°C durante 12 seg. El contenido de la misma se introdujo en un
tubo de vidrio atemperado en bafio termostéatico a 37°C conteniendo éste 1 ml
de solucién Tyrode. La motilidad individual y el porcentaje de espermatozoides
vivos a lo largo del tiempo fueron los dos parametros que se midieron de forma
subjetiva, tal y como se describe en el apartado 3.3.4.1. Este proceso se repitid
cada hora y en cada dosis seminal descongelada de los toros utilizados en este

estudio hasta que la calidad de ambos parametros fue despreciable.
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3.5.3. Estudio del acrosoma

La integridad de la membrana plasmatica y acrosomal reflejan la
viabilidad espermatica, por eso es importante el estudio de las mismas. Para la
evaluacion de la reaccidbn acrosdmica en espermatozoides congelados y
recongelados se realizo la tincion con la lectina Peanut aglutinin (PNA) unida a
fluoresceina (PNA-FITC) e ioduro de propidio (IP), procediendo del siguiente

modo:

1) Descongelacion de las pajuelas de 0’5 ml (56°C, 12 seg) en tubo

eppendorf con 0’5 ml de medio Tyrode a 37°C en bafio termostatico.

2) Centrifugacion (Sigma, 2-16K) a 825 x g, durante 5 min. El
sobrenadante fue eliminado mediante aspiracion con pipeta Pasteur de vidrio y
el pellet resultante fue resuspendido en 1 ml de medio Tyrode previamente

atemperado a 37°C.

3) Para el analisis de la muestra, se afiadid a otro tubo eppendorf
100 pl de la suspension espermatica y se afiadieron 5 pl de lectina PNA-FITC
(200 pg/ml), 5 ul de IP (500 pg/ml), filados con 10 pl de solucién salina

formolada 1%.
4) Incubacion de la muestra a 38°C en bafio termostatico, 10 min.

5) Inmediatamente después, se dispensaron 35 pl de la solucion en

portaobjetos con cubreobjetos para la evaluacién microscopica.

6) A continuacién, las muestras tefiidas fueron observadas en
microscopio de epifluorescencia (Optika B-600 TiFL) con filtro azul (450-480 nm
de longitud de onda de excitacion) vy filtro verde (510-550 nm de longitud de
onda de excitaciéon) clasificando 200 esp/muestra y realizando la clasificacién
atendiendo a los siguientes criterios segun Gardon et al. (2001):

- Espermatozoides con ausencia de coloracion: espermatozoides

intactos.

- Espermatozoides con acrosoma color verde: acrosoma dafiado y
tefiidos con PNA-FITC.
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- Espermatozoides de color rojo por IP: espermatozoides con pérdida de
integridad de membrana.

3.5.4. Estudio de la cromatina

El nlcleo del espermatozoide de mamifero posee una cromatina estable
y bastante compacta. Las alteraciones en la cromatina se han asociado a la
baja fertilidad en varias especies, por lo que el estudio del estado de la
cromatina es de gran interés (Carretero et al., 2009). Para la puesta a punto de
la técnica con azul de toluidina se realiz6 el protocolo que se detalla a

continuacion:

1. Descongelacion de las pajuelas de 05 ml (56°C, 12 seg).
Descargando el contenido en un tubo eppendorf con 0'5 ml de medio Tyrode

atemperado a 37°C en bafio termostatico.

2. Centrifugacion a 825 x g, 5 min. El sobrenadante se eliminé mediante
aspiracion con pipeta Pasteur de vidrio. El pellet resultante se resuspendio en 1

ml de medio Tyrode previamente atemperado a 37°C.

3. Se realizaron 3 extensiones por pajuela fijadas en solucion etanol-

acido acético (3:1 v/v) durante 1 min y etanol al 70%, durante 3 min.

4. Hidrolizacién de cada extendido espermatico en CIH 4N durante 25

min. Se lavd en H,0 bidestilada y se dej6 secar al aire.

5. Para la realizacion de la tincién con azul de toluidina se afiadio sobre
el extendido esperméatico una gota de 30 ul de azul de toluidina (0'025% en
buffer Mcllvaine, pH 4) y finalmente se colocé un cubreobjetos para observar la

preparacion en microscopio optico (Leica DM-2000) a 40 X.

Para la evaluacion de la preparacion (Fig. 4) se consideraron los

siguientes criterios:

- Espermatozoides con cromatina normal: aquellos que se tifieron de

color azul claro.
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- Espermatozoides con cromatina daflada: aquellos que presentaron un

color azul oscuro o violeta, una apariencia granular fina, menor elipticidad y

cabeza mas redondeada y ancha.

b 7

k|

Figura 4. Tincion de espermatozoides de toro ML

con azul de toluidina (40 X).

3.5.5. Estudio de morfoanomalias espermaticas

™ a

Figura 5. Tincion E-N en

espermatozoides de toro ML (40 X).

La tincion E-N (Fig. 5) es
ideal para evaluar la morfologia
espermatica dado que, al no
existir pasos de lavado, todo lo
gue esta en el semen se revela
en el frotis (Catena y Cabodevila,
1999). La tincidén E-N fue aplicada
en cada una de las dosis
seminales descongeladas para
conocer el estado de |la
membrana plasmatica segun se

ha descrito con anterioridad.

El porcentaje de formas anormales fue medido sobre las mismas

tinciones de E-N realizadas a cada uno de los toros estudiados. Se evaluaron

un total de 200 esp/muestra de semen congelado y recongelado CT y ST. La

determinacién de las formas anormales se hizo en microscopio Optico de
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campo claro (Leica DM-2000) a 40 X. Se observaron las siguientes

morfoanomalias espermaticas:

- Cabezas sueltas.

- Espermatozoides con cabezas anormalmente pequeiias
(microcabezas).

- Espermatozoides con cabeza redonda.

- Cabezas dobladas.

- Cabezas dobles.

- Colas sueltas (ausencia de cabeza).

- Colas dobladas (flagelo truncado).

- Colas en ovillo.

- Presencia de gota proximal.

3.5.6. Métodos de recongelaciéon de semen descongelado

Una vez valorado el semen descongelado, se procedido a su
recongelacion después de haber sido sometido a dos procedimientos diferentes

gue simularon diversa incidencia de agresion sobre la célula descongelada.

Previamente, el envasado de las pajuelas de 0’5 ml en la recongelacion
espermatica se realizo sellando las pajuelas con alcohol de polivinilo en polvo
de forma manual, dado el bajo n° de pajuelas a envasar, y por tanto, la baja
cantidad de diluyente mas semen a procesatr.

3.5.6.1. Agresion seminal maxima (semen recongelado con

tratamiento previo - CT).

Se descongelaron 20 pajuelas de 0’5 ml, 5 pajuelas para cada uno de
los 4 replicados. El contenido de cada pajuela, una vez descongelada, se
introdujo en un tubo de ensayo con 5 ml de medio Tyrode atemperado a 37°C.
La descongelacion de las pajuelas se llevo a cabo en bafio termostéatico (56°C,
12 seg). Cada tubo se mantuvo atemperado en bafio termostatico a 37°C, 15

min. Los tubos fueron sometidos a una primera centrifugacion (100 x g, 5 min),
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eliminandose el pellet y conservando el sobrenadante. A continuacion, se
realiz6 una segunda centrifugacion (800 x g, 10 min), rescatando el pellet y

eliminando el sobrenadante en este caso.

Los cuatro pellets obtenidos se unieron en dos, a partir de los cuales se
volvié a realizar el proceso de congelacion especificado en el protocolo de
Watson (1976), siguiendo los calculos correspondientes para obtener doce
pajuelas de 0’5 ml con una concentracién de 40 x 10° esp en cada una de ellas.
El llenado de las pajuelas se realizé de forma manual por aspiracion con
jeringuilla de insulina, sellandose éstas con alcohol de polivinilo por no haber
suficiente volumen para utilizar la envasadora semiautomatica. Las pajuelas se

introdujeron en camara frigorifica a 4°C durante 4 h.

Tras el tiempo estipulado se procedié a la congelacion de las muestras
CT mediante biocongelador programable y utilizando el mismo programa
empleado en la congelacion del semen inicial. Las muestras fueron

almacenadas en contenedores de N»,L a -196°C.

3.5.6.2. Agresion seminal minima (semen recongelado sin tratamiento

previo - ST)

Para la obtencién de las pajuelas “recongeladas ST”, se descongelaron
a 56°C, 12 seg igual n° de pajuelas descongeladas que para la recongelacion

CT y se mantuvieron a 20°C durante 30 min, y a 4°C otros 30 min.

3.5.7. Valoracion del eyaculado bovino post-recongelacion

Para la valoracion de la calidad del semen recongelado se realizaron los
mismos estudios y procedimientos que para el semen congelado; es decir,
valoracion de la motilidad individual y porcentaje de espermatozoides vivos, asi
como un test de resistencia mediante motilidad espermatica, estudio del estado
del acrosoma mediante el uso de IP y lectinas PNA, y evaluacion del estado de

la cromatina mediante el empleo de la coloracion del azul de toluidina.
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3.6. Experiencia 3. Uso de la IA para la valoracion de la fertilidad d el

semen recongelado

El mejor método para determinar la capacidad fecundante de una dosis
de semen y comprobar si el protocolo de recongelacion espermaética funciona,
es la IA de un gran n° de vacas (Amann, 1989). Sin embargo, debido a que el
semen utilizado para este estudio (ML3) proviene de una raza en peligro de
extincion, y de un ejemplar ya fallecido de gran valor genético, no se pudo
disponer de un elevado n° de dosis seminales y por tanto, de un n°® mayor de

hembras para la realizacion del ensayo.

Se realizo la 1A a 7 novillas de 15 meses de edad de raza Frisona,
situadas en una explotacion ubicada en Los Dolores (Murcia). En primer lugar,
se realizo la sincronizacion e induccion a la ovulacion de las hembras de
estudio mediante la aplicacion de un dispositivo intravaginal impregnado en
progesterona (CIDR®, Zoetis, Francia). Una semana después se aplicé una
dosis de PGF2a (Dinoprost; Dinolytic®, Zoetis, Francia), y un dia mas tarde se
retiraron los dispositivos intravaginales. Transcurridas 48 h, las hembras fueron
inseminadas dos veces (intervalo de 12 h) mediante catéter de IA para bovino
(QuickLock Classic, Minitibe, Alemania) con semen procedente de la
recongelaciéon ST del toro ML3.

La IA se realizé inmovilizando a las novillas con la ayuda de vallas tipo
atrapador situadas en la misma explotacion. Las dosis seminales fueron
transportadas a la explotacion donde se encontraban las novillas que se
utilizaron para el estudio en un contenedor de N,L, y s6lo se descongelaron las
pajuelas que se iban a utilizar en ese momento para no mermar la calidad del
resto de dosis. El proceso de descongelacion se realiz6 a 37°C en 1 min. Las
pajuelas, tras ser cortadas por uno de los extremos, fueron introducidas en el

catéter de |IA, insertando a continuacién una vaina universal de IA.

Tras el vaciado del recto de las heces utilizando un guante de
inseminacion y la limpieza de la vulva con agua y papel, se introdujo el catéter

en la vagina, conteniendo ya en su interior la dosis seminal; la otra mano se
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introdujo en el recto para guiar el catéter a través de cuello uterino para
depositar en el cuerpo del utero el contenido seminal de la pajuela. Cada

novilla fue inseminada con 40 x 10° esp/pajuela de 0’5 ml.

Para comprobar la efectividad de la IA, se realizdé el diagndstico de
gestacion a los 45 y 60 dias mediante ultrasonografia transrectal con ecografo
IMAGO (ECM, Francia) dotado de sonda lineal de 5-7'5 Mhz. Para ello, todas
las novillas inseminadas volvieron a ser inmovilizadas; el recto de las hembras
fue vaciado de heces. Con la ayuda de un guante previamente lubricado, se
introdujo la mano por el recto acompafiada del transductor del ecografo. Una
vez localizado el Gtero, se realizaron movimientos lentos de la sonda ecografica
para su correcta visualizacion. Aquellas hembras a las que se les identificd
vesicula embrionaria y presencia del embrion fueron -calificadas como

gestantes.

3.7. Disefio experimental

3.7.1. Experiencia 1. Parametros seminales en toros de raza ML

3.7.1.1. Determinacioén del color, olor, volumeny pH

El objetivo de este analisis fue el de averiguar si existian diferencias en
relacion al color, olor y pH de los eyaculados que se pudieran establecer como
caracteristicos de la raza ML. La medicion del color se obtuvo mediante

valoracion visual subjetiva y el pH mediante tiras de papel indicador.

Con el fin de determinar el volumen promedio de semen eyaculado por
semental de la raza ML, e incluso poder determinar este promedio para el primer
y segundo eyaculado pudiendo establecer diferencias entre estos, se realiz6 la
extraccion seminal a 12 toros de la raza ML mediante electroeyaculacion. El
semen fue colectado en un tubo graduado, tal y como se describe en la

metodologia.
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3.7.1.2. Determinacion de concentracion espermatica

Con el objetivo de implementar un promedio de concentracion
espermatica de los eyaculados de toro ML, e incluso establecer diferencias entre
las concentraciones existentes entre el primer y el segundo eyaculado, se
emplearon 12 toros de la raza ML a los que se les extrajo semen mediante la
electroeyaculacion. Las medidas de concentracion espermatica se realizaron

mediante fotbmetro.

3.7.1.3. Determinacion de dosis totales y por eyaculado

En base a los valores promedio de volumen y concentracion se determino
el n® promedio de dosis seminales obtenidas en el primer y segundo eyaculado,
asi como el n°® promedio de dosis por eyaculado para cada uno de los 12 toros

ML utilizados en el estudio.

3.7.2. Experiencia 2. Recongelacion espermatica CT y ST. Valoracion de la

calidad espermatica del semen congelado y recongelado

3.7.2.1. Recongelacion espermatica CT

Para la realizacion de este experimento, se descongelaron (56°C, 12 seq)
un total de 5 pajuelas de 0’5 ml por toro ML (ML2, ML3, ML5, ML8, ML9 y ML11),
El semen descongelado fue sometido a dos procesos de centrifugacion ya
descritos con anterioridad, y vuelto a congelar por segunda vez, con la finalidad
de analizar el comportamiento de los espermatozoides tras agredir a las células

espermaticas. Esta metodologia se repitié cuatro veces por cada donante.

3.7.2.2. Recongelacion espermatica ST

Un total de 5 pajuelas (de 0'5 ml cada una) por toro de la raza ML que se
utilizaron para la recongelacion espermatica (ML2, ML3, ML5, ML8, ML9 y
ML11) fueron descongeladas de igual modo al descrito en el apartado anterior

(3.7.2.1) y sometidas a 20°C durante 30 min y a 4°C otros 30 min, antes de ser
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nuevamente congeladas (sin la apertura de las pajuelas), con la finalidad de
someter al semen a un proceso de congelacion doble sin haber experimentado
manipulacion alguna (recongelacion espermatica ST). Esta metodologia se

repitidé cuatro veces para cada semental.

3.7.2.3. Porcentaje de espermatozoides vivos y motilidad individual

Para determinar el porcentaje de espermatozoides vivos en el semen
congelado y recongelado (CT y ST) de toro ML, promedio y comparacion entre
sementales con respecto a este parametro, el semen es descongelado y
valorado utilizando una escala subjetiva de 0 a 100, repitiendo este proceso
cuatro veces para cada uno de los sementales incluidos en este ensayo. Con
esta medida también se hicieron comparaciones entre donantes (tras obtener los
valores promedio procedentes de las cuatro repeticiones), y entre el primer y
segundo eyaculado dentro de un mismo semental. Se realizaron comparaciones

entre los individuos objeto del estudio.

Con el objetivo de conocer el valor promedio de la motilidad individual en
el semen congelado, recongelado CT y recongelado ST de toro ML, ademas de
averiguar si existen diferencias entre los diferentes sementales estudiados para
este parametro, se valoré el semen descongelado de forma subjetiva utilizando
una escala de 0 a 5, realizando cuatro repeticiones para cada uno de los toros
sometidos a estudio y obteniendo de éstas un valor promedio para cada
donante. Este parametro se utilizd para hacer comparaciones entre sementales,

y entre primer y segundo eyaculado dentro de un mismo individuo.

3.7.2.4. Test de resistencia espermatica

Con la finalidad de analizar el tiempo de resistencia de los
espermatozoides congelados y recongelados (CT y ST) como medida adicional
de calidad espermatica y que simularia las condiciones naturales ante una IA o
monta natural, los espermatozoides se expusieron a 37°C mientras
permanecieron en un medio nutritivo, los cuales fueron evaluados tomando

como medidas estandar la motilidad individual y el porcentaje de
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espermatozoides vivos a cada hora de forma subjetiva. Esta experiencia se
desarroll6 hasta en cuatro ocasiones para cada uno de los seis sementales
utilizados obteniendo un valor promedio de las repeticiones para cada uno de los

sementales y comparando a continuacion los resultados de cada semental.

3.7.2.5. Integridad de membrana

Para conocer el estado de la membrana espermatica, y por tanto, si se
encontraba dafiada, se utilizaron dos técnicas, como son la tincion E-N y la
tincion fluorescente con IP. Se realizaron, ademas, comparaciones entre los
diferentes ejemplares ML estudiados y entre las diferentes técnicas de

congelacion, realizando cuatro repeticiones para cada toro ML.

3.7.2.6. Estudio del acrosoma

Para conocer el correcto estado del acrosoma de los espermatozoides en
el semen congelado y recongelado (CT y ST) de toro ML, de vital importancia en
el proceso de la fecundacién, se realizé la tincion con lectina PNA, procediendo
segun el protocolo ya explicado con anterioridad. Se descongelaron y analizaron
un total de 4 pajuelas perteneciente a cada uno de los 6 toros ML usados en

esta experiencia.

3.7.2.7. Estudio de la cromatina

Con el objetivo de analizar el estado de la cromatina (ADN) de la célula
espermatica asociado con problemas de fertilidad, se realiz6 la tincidon de azul de
toluidina mediante la metodologia detallada con anterioridad. Para ello, se
descongelaron y analizaron un total de 4 pajuelas pertenecientes a ambos tipos

de semen (CT y ST) de cada uno de los 6 toros ML usados en el estudio.

3.7.2.8. Estudio de morfoanomalias espermaticas

Con la finalidad de conocer el porcentaje total de anomalias morfolégicas

presentes en los espermatozoides del semen congelado y recongelado (CT y
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ST) de toro ML, y poder asi, comparar entre los métodos de congelacién y entre
sementales, se analizaron para esta experiencia 4 réplicas para cada toro, a las
que se les aplico la tincion E-N, sobre la que se pudieron visualizar las
morfoanomalias existentes, contabilizando un total de 200 esp/muestra y

siguiendo los criterios ya mencionados con anterioridad.

3.7.3. Experiencia 3. Uso de la IA para la valoracion de la fertilidad del

semen recongelado

El objetivo de esta experiencia fue el de utilizar la IA como herramienta
adicional y predictora de la calidad y capacidad fecundante del semen
recongelado. Para ello, se procedié a la IA, previo tratamiento de induccion y
sincronizacion de las novillas mediante CIDR y con la metodologia explicada con
anterioridad, de un total de 7 novillas de raza Frisona con el semen proveniente
del toro que mejores resultados espermaticos obtuvo y que fue sometido
previamente a un proceso de descongelacion y recongelacion espermatica sin la
realizacién de tratamiento alguno (ST). El diagndstico de gestacion se realizé a
los 45 y los 60 dias mediante ultrasonografia transrectal.

3.8. Andlisis estadistico

Todas las variables que fueron analizadas aportaron informacion sobre
el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion. El analisis
estadistico se realiz6 mediante el programa informéatico Excel 2003 y el
software Statgraphics plus v. 2.1. Los datos fueron tratados estadisticamente

mediante un andlisis de varianza (ANOVA).

En las variables en las que se obtuvieron diferencias significativas
(p<0'05) se utilizo el Test de Turkey HSD (Honest Significant Difference), para
determinar la existencia de diferencias entre las medias, estableciéndose un

nivel de confianza del 95%.

El error estdndar no se encuentra entre las variables estadisticas

estudiadas en la presente tesis, ya que el tamafio de la muestra sometida a
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estudio (6 toros ML) es demasiado pequeiia, por lo que esta variable
presentaba valores elevados y no aportaba informacién adicional.

Para los parametros estadisticos: volumen y concentracion se calculo el
promedio, la desviacion estdndar y el coeficiente de variacion. Para el n° de
dosis seminales preparadas de los toros ML en el 1° y 2° eyaculado y el n° de
dosis por eyaculado, se calculé la media ponderada, asi como la desviacion

tipica y el coeficiente de variacion.

Para las variables motilidad individual y porcentaje de espermatozoides
vivos (3.7.2.3 y 3.7.2.4) se realizaron, ademas, comparaciones con los métodos

de congelacion y recongelacion utilizados.

Los tests de resistencia espermatica, tanto para la variable “motilidad
individual” como “porcentaje de espermatozoides vivos”, fueron estudiados
estadisticamente comparando todos los sementales ML utilizados, asi como
por “tiempo de resistencia” de la célula espermética. Las mismas
comparaciones se realizan para el estudio de la integridad de la membrana

plasmatica (E-N e IP) y ADN espermatico (azul de toluidina).
Las morfoanomalias espermaticas se analizaron separando tipos de

anormalidades encontradas en los espermatozoides y comparando entre

congelaciones y recongelaciones, asi como de los valores promedio.
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4.1. Experiencia 1. ParAmetros seminales en toros de raza ML

4.1.1. Colory pH

El color de los eyaculados obtenidos fue apreciado de forma subjetiva
para ver si se presentaba alguna coloracion diferente al blanco lechoso
caracteristico de la especie bovina, no apreciandose ninguna diferencia entre
eyaculados. No obstante, cuando éstos presentaron una mayor concentracion
espermatica se observd una coloracion tendente al blanco cremoso, mientras
que los que contenian menor numero de espermatozoides mostraron un
aspecto mas tendente a la transparencia. En este caso, el semen de los toros
mas adultos tiene un color blanquecino mas homogéneo que los donantes mas
jovenes. El pH del semen de los eyaculados de esta raza esta cercano a la
neutralidad (pH=7) con valores que oscilan entre 6’9 y 7’5, siendo el rango mas
frecuente de 7'2-7'5.

4.1.2. Volumen seminal

25

Volumen promedio 1° eyaculado
21

Volumen promedio 2° eyaculado

20

16,5
145

15+

10,4

Volumen (ml)
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Toros

Figura 6. Valores promedio del volumen de eyaculado en toros ML.
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El valor promedio de volumen de los eyaculados de toros ML ha sido de
8 ml (n=48) para los eyaculados extraidos en 1° lugar. El 2° eyaculado extraido
en el mismo proceso, tuvo un valor promedio de 10’69 ml (n=34) (Fig. 6). No se
hallaron diferencias significativas entre el 1° y 2° eyaculado, con un nivel de

confianza de 95% para este parametro.
4.1.3. Concentracion espermatica

Los valores promedio de la concentracion espermatica de los toros ML
se muestra en la fig. 7, con una concentracién promedio de 591’4 x 10° esp/ml
(n=45) para el 1° de los eyaculados obtenidos en la sesion de extraccion, y de
507’3 x 10° esp/ml (n=30) en el 2° de los eyaculados. No se hallaron
diferencias significativas en los valores de concentracién espermatica entre 1°y

2° eyaculado (p>0'5).

El promedio de espermatozoides totales producidos en el 1° y 2°

eyaculado es de 4731y 5423 x 10° esp/ml, respectivamente.
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Figura 7. Valores promedio de concentracion espermatica en toros ML.
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A la vista de las figs. 6 y 7 y comparando estos valores con las edades
de los toros ML utilizados en el estudio, podemos decir que ni el volumen ni la
concentracion espermatica estan directamente relacionados con la edad del

semental, sino que estas variables son dependientes del individuo.

Los valores promedio de concentracion y volumen espermatico de cada
toro estdn muy relacionados entre los dos eyaculados obtenidos, con
excepcion de tres toros (ML5, ML8 y ML9) donde los valores promedio del
volumen son mayores en el 2° eyaculado que en el 1°. Podria pensarse que es
una respuesta de las glandulas genitales al electroeyaculador, esperandose
que se acompafara de una disminucion de la concentracion para esos mismos
toros. Como la concentracion espermatica es muy similar en cada uno de estos
tres toros, es necesario pensar en una respuesta individual de cada toro con
diferencias entre los eyaculados. Esta misma respuesta idiosincrasica puede
atribuirse al toro ML3, donde hay un aumento de la concentracién espermatica

del 1° eyaculado, mientras que el volumen es el mismo en ambos eyaculados.

4.1.4. Dosis seminales

Como se observa en la fig. 8, el nUmero de dosis preparadas para cada
uno de los toros ha sido muy variable, al menos para cuatro de los ejemplares
(ML1, ML2, ML3 y ML5). Esto es debido a que pertenecian a criadores que en
un principio los utilizaron para monta natural, después como donantes del
Banco de Germoplasma, y una vez congeladas suficientes dosis seminales,
fueron utilizados de forma discrecional por su propietario (monta natural,
sacrificio, etc.). Con posterioridad, la Asociacion opté por mantener los toros
hasta los 2 afios de edad (fecha en que alcanzan la categoria de adultos),
realizar una o dos extracciones y a continuacion enviar los ejemplares al
matadero para su sacrificio. De esta forma se abarataba el coste del

mantenimiento de los sementales.
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Dosis seminales
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Figura 8. Numero promedio de dosis seminales preparadas de toros ML.
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Figura 9. Valores promedio del nimero de dosis por eyaculado en toros ML.
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Los datos estadisticos referentes a las figs. 6 y 7, se ven reflejados en la
tabla 8, destacando que la concentracién espermatica procedente del 1°
eyaculado (591’44 x 10° esp/ml) es méas elevada que la del 2° (50729 x 10°
esp/ml), lo que resulta logico, pues a mayor volumen, menor concentracion, y
viceversa. Con la excepcion de las caracteristicas individuales comentadas

anteriormente.

De los datos de la fig. 8, se extrae que la media ponderada (Xp) de las

dosis seminales en la 12 extraccion seminal fue de 148, y de 119 para la 2°.

A partir de los datos de la fig. 9, se obtiene que la media ponderada (Xp)

del nimero de dosis seminales por eyaculado es de 136.

El nimero total de dosis seminales en el Banco de Germoplasma a
finales del primer semestre de 2014 es de 7280. Del total de dosis seminales,
no todas han sido almacenadas en el Banco de Germoplasma, puesto que
parte de ellas se han destinado a estudios de calidad de semen, investigacion,
pruebas de FIV y cesidén de dosis seminales para el Banco de Germoplasma
del Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA)
en Madrid.

Tabla 8. Valores promedio de volumen y concentracion espermatica

en 1°y 2° eyaculado de toros ML (n=12).

vV 1° V 20 [esp] 1° eyac [esp] 2° eyac

(ml) (ml) (x 10°esp/ml) | (x 10°esp/ml)
Promedio 8 10'69 591’44 507'29
SD 361 5’59 384'28 242’43
CV (%) 4512 52'33 54'97 4779

SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion; v: volumen; [esp]: concentracion espermatica;

eyac: eyaculado
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4.2. Experiencia 2. Valoracion de la calidad del semen congelado y

recongelado

4.2.1. Motilidad individual del semen congelado y recongelado

Examinando la fig. 10, vemos que el valor promedio de motilidad
individual de los espermatozoides descongelados, previamente recongelados sin
ningun tipo de tratamiento (ST) entre el proceso de descongelacion y
recongelacién, fue de 3'58 (escala subjetiva 0-5). Los valores promedio maximo
y minimo fueron de 4’12 y 2'75, respectivamente, o que nos indica una
diferencia notable entre los distintos sementales. Para los mismos toros, los
valores promedio encontrados para este parametro, pero utilizando un
tratamiento (CT) entre los procesos de descongelacién y recongelacion fue de
2’93, siendo los valores maximo y minimo de 3'87 y 1'37, respectivamente,

indicando también grandes diferencias entre los sementales en este caso.

No existen diferencias significativas para cada donante en cuanto a la
recongelacion espermatica (CT y ST) para este parametro a un nivel de
confianza del 95%, aunque es evidente que los valores de dos de los animales

(ML2 y ML11) quedan muy alejados de los del resto.

Ademas, se observan para este parametro valores muy superiores a los
encontrados en los apartados anteriormente citados cuando se trata de
espermatozoides no sometidos al proceso de recongelacion, siendo el valor
promedio de las dosis descongeladas de 4’08, con valores maximos y minimos
de 4’5y 3, respectivamente. Estos valores indican que la célula espermatica ha
tenido un menor sufrimiento en el proceso de congelacion, aumentandose las
alteraciones a medida que el proceso de pérdida o ganancia de calor se repite
0 se produce un manejo celular, mas o menos traumatico, entre los procesos
de congelacién y recongelacion. En este caso, las diferencias entre los
respectivos ejemplares no son tan sustanciales como en los casos de los

espermatozoides recongelados.
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Figura 10. Motilidad individual en semen recongelado ST, recongelado CT

y congelado en toros ML.

4.2.2. Porcentaje de espermatozoides vivos en semen congelado y
recongelado

En la fig. 11 se pueden observar los resultados obtenidos para los tres
tipos de tratamientos de semen de los toros ML para el porcentaje de
espermatozoides vivos tras descongelacion. El valor promedio cuando se trato
de dosis seminales recongeladas ST fue del 39'3%, siendo los valores maximo
y minimo de 56'25% y 15'75%, respectivamente. El valor promedio encontrado
para las dosis seminales recongeladas CT fue de 21%, con unos valores
maximos y minimos de 50% y 4'75%, respectivamente. Lo que nos indican

también diferencias acusadas entre los distintos sementales bovinos de la raza.
El valor promedio encontrado para espermatozoides descongelados sin

sufrir una nueva congelaciéon es del 60%, con unos valores maximos y minimos

de 65% y 50%, respectivamente. En este caso, se indican también valores
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diferentes con los promedios de los otros dos procesos utilizados, excepto en el
caso del semental ML3, en el que las diferencias entre procesos no son muy
acusadas. No se encuentran diferencias evidentes entre los ejemplares

utilizados.

100

W Semen recongelado ST m Semen recongelado CT Semen congelado
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Figura 11. Porcentaje esp vivos en semen recongelado ST, recongelado CT

y congelado en toros ML.

Del estudio de los valores promedio de estos parametros podemaos inferir
gue hay diferencias entre ejemplares cuando son sometidos a procesos de
recongelacién, mientras que estas diferencias no se observan cuando sélo se
les ha aplicado un proceso de congelacion seminal; aunque hay ejemplares
que presentan mayor resistencia a la agresion sufrida tras la recongelacion
seminal (ML3). También se observan valores muy inferiores cuando existe

algun tipo de manejo entre las fases de descongelacion y recongelacion.

Estas diferencias estudiadas estadisticamente presentan significacion
entre los resultados de congelacion seminal y los de recongelacion ST y
recongelacion CT (p>0'5). Aunque no existen diferencias estadisticamente

significativas para este parametro entre los dos ultimos métodos (Tabla 9).
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Tabla 9. Valores promedio y estadisticos de los parametros motilidad individual y

porcentaje de esp vivos en semen congelado y recongelado.

Motilidad individual (n=6) % esp vivos (n=6)
ST CT C ST CT C
Promedio 3’58 2'93 408 3929 21 60
SD 0’65 121 0’58 14’58 16’75 548
CV (%) 1812 41’39 14’30 3711 79'76 9'12

SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variaciéon; ST: Recongelacion espermatica sin tratamiento
previo; CT: Recongelacion espermatica con tratamiento previo; C: semen congelado; esp:

espermatozoides. n: nimero de toros analizados.

4.2.3. Motilidad individual en test de resistencia espermatica del semen

congelado y recongelado

En la fig. 12 podemos observar que los espermatozoides pertenecientes
al toro ML3 fueron los que mas tiempo permanecieron moviles (9 h),
presentando una diferencia de 3 h con respecto a los espermatozoides de los
dos toros que mas tiempo presentaron motilidad tras él, es decir, ML8 y ML9,
que llegaron a las 6 h. Por otra parte, ML2 y ML11 dejaron de mostrar motilidad
alas 4 hy ML5, a las 5 h. Para este parametro, se observa que ML3 y ML9
presentan valores promedio por encima de 3 en su motilidad individual pasadas
4 h y 30 min desde su descongelacion y mantenimiento a 37°C, mientras que
cuatro de los toros del ensayo no alcanzan esta resistencia al paso de ese
tiempo. Observandose cierta debilidad en los ejemplares en cuanto a
movimiento, y sobre todo, el cese de actividad flagelar. En la tabla 10 se
detallan los estadisticos con respecto al test de resistencia.
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Figura 12. Motilidad individual de semen congelado de toros ML

sometidos a test de resistencia térmica.

Tabla 10. Valores promedio y estadisticos en test de resistencia. Evolucion de la

motilidad individual del semen congelado (n=6).

(h) 0 1 2 3 4 5 6

Promedio 4’08 4 3'58 3 1'92 163 1
SD 0’58 0’55 092 1'41 1'85 1’49 173
CV (%) 14'21 13’69 25'41 47 96'85 8827 173

SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variaciéon; h: horas.

En los valores presentados en la fig. 13 para motilidad individual en el
tiempo en semen recongelado ST, se determina que los espermatozoides de
ML3 fueron los que mas tiempo mantuvieron la motilidad (8 h), seguido de los
toros ML2 (5 h), ML5, ML8 y ML9 (4 h) y por ultimo, ML11 (3 h). Es de destacar
gue el toro que presenta menor promedio de motilidad individual es ML2, con
valores muy bajos en el inicio. Los toros ML3 y ML9 son, de nuevo, los que
aguantan mas la actividad flagelar, mas alla de las 3 h después de su re-
descongelacion. En la tabla 11 se presentan los valores promedio y estadisticos en

test de resistencia y la evolucion de la motilidad individual del semen recongelado ST.
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Figura 13. Motilidad individual en test de resistencia térmica espermética a la

descongelacion de semen recongelado ST (valores promedio).

Tabla 11. Valores promedio y estadisticos en test de resistencia. Evolucién de la

motilidad individual del semen recongelado ST (n=6).

(h) 0 1 2 3 4 5
Promedio 3'62 344 2'96 1'91 0'74 125
SD 077 0'93 124 1'52 1'45 177
CV (%) 2127 27'03 4189 79'84 197 141'6

SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variaciéon; h: horas.

Si observamos los valores obtenidos en la fig. 14 y en la tabla 12, de los
seis toros sometidos a este ensayo, ML3 fue el que presentd mayor resistencia
en el tiempo en cuanto a motilidad individual, referida al semen recongelado
CT, mostrando una diferencia de 3 h con respecto a ML5, que fue el siguiente
mas resistente. Los peores datos fueron los obtenidos por ML2 y ML11 (1 h),
seguidos de ML8 y ML9 con 2 h. En este ensayo, también ML3 vuelve a
mantener una motilidad individual muy aceptable (>3) durante mas de 2’5 h.

Siendo la motilidad para el resto de toros mucho menor, durante este periodo.
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Figura 14. Motilidad individual en test de resistencia espermatica de semen

recongelado CT (valores promedio).

Tabla 12. Valores promedio y estadisticos en test de resistencia. Evolucion de la

motilidad individual del semen recongelado CT (n=6).

(h) 0 1 2 3
Promedio 291 221 1'06 1'25
SD 124 1'78 173 177
CV (%) 42’61 80’54 16320 141'60

SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variaciéon; h: horas.

Finalmente, se observa (Figs. 12, 13 y 14) que ML3 presento los valores
mas elevados con respecto al resto de los toros estudiados en cuanto a
motilidad individual en test de resistencia espermatica del semen congelado,
recongelado CT y recongelado ST. Los toros ML11 y ML2 fueron los que en
general presentaron peores resultados. En el resto de los toros destaca ML9,
aunque en el dltimo de los ensayos presenta valores muy mediocres. En
general, la motilidad de los espermatozoides fue disminuyendo en el tiempo

conforme fue aumentando la manipulacion realizada a los mismos.
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4.2.4. Porcentaje de espermatozoides vivos en test de resistencia en

semen congelado y recongelado

En la tabla 13 se detallan los valores promedio y estadisticos en test de

resistencia de espermatozoides vivos en el semen congelado.

Tabla 13. Valores promedio y estadisticos en test de resistencia. Evolucion del

porcentaje de espermatozoides vivos en el semen congelado (n=6).

(h) 0 1 2 3 4 5 6
Promedio 60 53'33 49'16 35 24 15 11'66
SD 5'48 5'16 8'01 1788 19'17 14'72 20'21
CV (%) 9'13 9'67 16’29 51°08 79'87 98'13 | 17332

SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion; h: horas.

Segun los datos obtenidos en la fig. 15, respecto al porcentaje de
espermatozoides vivos descongelados en test de resistencia, ML3 es el que
demuestra una mayor cantidad de espermatozoides vivos a lo largo del tiempo,
llegando su resistencia a las 9 h. ML8 y ML9 presentaron menor resistencia,
ambos con 6 h, seguidos de ML5 (5 h) y ML11 (4 h). La menor durabilidad de
los espermatozoides en el tiempo correspondiéo a ML2, con 3 h. ML3 y ML9
presentaron un porcentaje de espermatozoides vivos cercano al 50%, mientras
gue el resto de los animales se aleja de estos valores a las 3 h del inicio del
ensayo, particularmente ML11.
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Figura 15. Porcentaje esp vivos de semen congelado en test de resistencia térmica.

En la tabla 14 se detallan los valores promedio y estadisticos en test de
resistencia de espermatozoides vivos en el semen recongelado ST. En la fig. 16,
donde se representa la resistencia de espermatozoides méviles en el tiempo para
este tipo de semen, se muestra que el mayor porcentaje corresponde a ML3, con
8 h de duracién. Le siguen, con una diferencia de 3 h, ML2 (5 h) y ML5, ML8 y
ML9, éstos ultimos con 4 h. ML11 present6 los peores resultados, con 3 h de
duracion. Los valores promedio por encima del 40% a partir de 2 h del ensayo,
pertenecen a ML3 y ML9, mientras que el resto de toros estdn muy por debajo de
estos porcentajes para ese tiempo. Los espermatozoides de ML3 destacan sobre

el resto de toros ya desde el inicio del tratamiento.

Tabla 14. Valores promedio y estadisticos en test de resistencia. Evolucion del

porcentaje de espermatozoides vivos en el semen recongelado ST (n=6).

(h) 0 1 2 3 4 5
Promedio 41°04 3123 23'37 1521 6'1 14
SD 1326 16'39 17'52 15'03 12'95 19'8
CV (%) 32'30 5248 7376 98'88 212'3 141'42

SD: Desviacién estandar; CV: Coeficiente de variacion; h: horas.
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Figura 16. Porcentaje esp vivos en test de resistencia térmica espermatica de semen

recongelado ST (valores promedio).

En la tabla 15 se detallan los valores promedio y estadisticos en test de
resistencia de espermatozoides vivos en semen recongelado CT. Observando
la fig. 17 (espermatozoides vivos en recongelacion espermética CT para test de
resistencia térmica en el tiempo) vemos que los espermatozoides de ML3
fueron los que mas resistencia volvieron a presentar en el tiempo, con 5 h de
supervivencia, seguido de ML5 (3 h), ML8 y ML9 (ambos con 2 h), y por ultimo,
ML2 y ML11, que sélo llegaron a 1 h.

Tabla 15. Valores promedio y estadisticos en test de resistencia térmica. Evolucion del

porcentaje de espermatozoides vivos en el semen recongelado CT (n=6).

(h) 0 1 2 3
Promedio 21 1188 406 375
SD 16'75 1774 7'31 53

CV (%) 79'76 149'32 180'04 141'33

SD: Desviacién estandar; CV: Coeficiente de variacion; h: horas.
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Figura 17. Porcentaje de esp vivos en test de resistencia térmica espermatica

de semen recongelado CT (valores promedio).

De los resultados obtenidos de las figuras 15, 16 y 17, hay que destacar
gue el toro ML3 es el que obtiene, con diferencia, los mejores resultados en
cuanto a cantidad de espermatozoides vivos en test de resistencia térmica. Por
otra parte, los toros ML2 y ML11 consiguen, en general, los peores resultados
para este parametro, cualquiera que sea el proceso seguido para su
preservacion. En general, podemos decir, que el porcentaje de
espermatozoides vivos para cada uno de los ejemplares fue disminuyendo

conforme fue aumentando el manejo de los espermatozoides.

4.2.5. Integridad de la membrana plasmatica en semen congelado y
recongelado

Si analizamos la fig. 18, referida al estudio comparativo de la integridad
de la membrana plasmatica del espermatozoide mediante la utilizacion de la
tincion E-N del semen congelado, recongelado CT y recongelado ST, vemos
que se obtuvieron resultados que nos muestran que en cuanto al semen

congelado, las membranas celulares menos dafiadas fueron las de ML9 (30'3%
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esp tefidos), seguido de ML3 (38'6%), ML11 (47'6%), ML5 (50%), ML2 (55’3%)
y ML8 (586%). Por otra parte, en los resultados obtenidos para el semen
recongelado ST, las membranas menos dafiadas fueron las de ML3 (43'8% esp
tefiidos), seguido de ML9 (53'97%), ML5 (69'9%), ML2 (71'3%), ML8 (73'77%)
y ML11 (78'12%). La media de espermatozoides cuya integridad de membrana
resulté dafiada fue de 46'73% para semen congelado, 74,71% para semen
recongelado CT y de 65'14% para recongelado ST. En dltima instancia, los
resultados de semen recongelado CT con membranas menos dafadas, se
correspondieron con ML3 (48'75%), seguido de ML9 (75'75%), ML2 (76'15%),
ML5 (78'57%), ML8 (81'72%) y ML11 (87'32%).
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100

87,32

90

80
713

70

60

50

40

30

% espermatozoides tefiidos

20

10+

ML2 ML3 ML5 ML8 ML9 ML11
Toros

Figura 18. Integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide con tincién E-N

en semen congelado, recongelado ST y CT (valores promedio).
En la tabla 16 se refieren los estadisticos con respecto a los valores

promedio de la integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide
mediante tincion E-N en semen congelado y recongelado (CT y ST).

107



Resultados

Tabla 16. Estudio estadistico y valores promedio de la integridad de la membrana

plasmatica del espermatozoide mediante tincion E-N en semen congelado y

recongelado (CTy ST) (n= 6)

a) Para el conjunto de los 6 toros (% de esp tefiidos)

ST CT
Promedio 65’14 74’71
SD 13’29 13’42
CV (%) 20’40 1794

C

46'73

10’6

22’68

ST: semen recongelado sin tratamiento previo; CT: semen recongelado con tratamiento previo; C: semen

congelado; SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion.

b) Por donante

b.1) Semen recongelado ST (% esp tefiidos)

ML2 ML3 ML5 ML8
Promedio 71'37 43'8 69'9 7377
SD 2'45 7'86 327 2'17
CV (%) 343 1794 4'67 2'94

b.2) Semen recongelado CT (% esp tefiidos)

ML2 ML3 ML5 ML8
Promedio 76’15 48’75 93’5 81'72
SD 4'98 2'75 2'64 1’09
CV (%) 6'53 564 2'8 1'33

b.3) Semen congelado (% de esp tefiidos)

ML2 ML3 ML5 ML8
Promedio 55'32 3862 50 5862
SD 092 0'63 1'29 0'85
CV (%) 1’66 1'63 2'58 1’45

ML9

5397

37

6'83

ML9

7575

3'59

4'73

ML9

30’3

062

204

ML11

78'12

4'03

5'15

ML11

87'32

3'97

4’55

ML11

4762

0'75

1'57
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En la fig. 19 representamos la integridad de la membrana espermatica
en semen congelado, semen recongelado ST y CT, mediante valoracién con
IP. En el caso del semen congelado, el toro cuyo semen presentd una mayor
cantidad de espermatozoides con membrana dafiada fue ML11 (61'4%). Al que
siguieron ML9 (55'5%), ML8 (51%), ML2 (50%), ML3 (43%) y, por ultimo, ML5
con un 28%. Los porcentajes promedio de espermatozoides con membrana
dafiada obtenidos mediante IP fueron de 48'15% para semen congelado,
91'4% para semen recongelado CT y 80'26% para semen recongelado ST. En
el estudio realizado con semen recongelado CT, ML11 y ML5 mostraron los
peores resultados (98’5 y 98'8%, respectivamente). Continuando con ML8
(90'9%), ML2 (89'7%), ML3 (86%) y ML9 (84'7%). Por ultimo, en el estudio de
este parametro para semen recongelado ST, el toro con mayor numero de
espermatozoides con membrana dafiada fue ML11 (93'2%); seguido de ML2
(92%), ML8 (87'37%), ML5 (83'1%) y ML9 (65'5%). Los mejores resultados

fueron los obtenidos por ML3, con un 60’4% de espermatozoides dafiados.
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Figura 19. Estudio de la integridad de la membrana espermatica mediante IP
en semen congelado, recongelado ST y CT.
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En la tabla 17 se refieren los estadisticos con respecto a los valores
promedio de la integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide

mediante IP en semen congelado y recongelado (ST y CT).

Tabla 17. Estudio estadistico y valores promedio de la integridad de la membrana
plasmatica del espermatozoide mediante IP en semen congelado y recongelado
(STyCT) (n=6).

a) Para el conjunto de los 6 toros (% esp tefidos)

ST CT C
Promedio 8026 91’43 48’15
SD 1397 6'04 11'61
CV (%) 1740 6'60 24’11

ST: semen recongelado sin tratamiento previo; CT: semen recongelado con tratamiento previo; C: semen

congelado; SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion.

b) Por donante

b.1) Semen recongelado ST (% esp tefiidos)

ML2 ML3 ML5 ML8 ML9 ML11

Promedio 92 60'42 83'12 87'37 65'5 9325
SD 041 1’03 0’85 4'61 2'08 171
CV (%) 044 17 1’03 527 3'17 1’83

b.2) Semen recongelado CT (% esp tefiidos)

ML2 ML3 ML5 ML8 ML9 ML11

Promedio 89'75 86 98'82 90'87 84’75 98’5
SD 2'02 2'58 0’69 332 4'57 0'76
CV (%) 2'25 3 07 3’65 5'39 077
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b.3) Semen congelado (% esp tefiidos)

ML2 ML3 ML5 ML8 ML9 ML11

Promedio 50 43 28 51 55 61'37
SD 1'82 2'55 2'94 2'27 1'82 2'56
CV (%) 3'64 593 10’50 4'45 330 4’16

De los resultados que se representan en las figs. 18 y 19, se observa
gue la integridad de la membrana, valorada mediante tinciones E-N e IP,
resulta menos dafiada en el caso de semen congelado, seguido de semen
recongelado ST, para todos los toros estudiados. Por contra, la recongelacion
espermatica CT, produjo un dafio en la integridad de la membrana mas elevado

gue en la congelacion y recongelacion ST para ambas técnicas de de tincion.

Especificamente, los toros con mayor dafio en la membrana espermatica
tras la recongelacion CT fueron ML5, ML8 y ML11. En ML5 con 78'57% de
membranas dafiadas para E-N y 98'8% para IP; en ML8 con 81'72% para E-N
y 90'9% con IP; y ML11, con un 87'32% para E-N y 98'5% para IP. Por otra
parte, ML3 y ML9 obtuvieron los valores mas bajos en recongelaciéon CT. En
ML3, con 48'75% de espermatozoides con membrana dafiada para E-N y 86%
con IP; y en ML9, con 75'75% para E-N y 84’7% para IP.

En cuanto a la recongelacion ST, se puede resaltar que los valores mas
bajos encontrados tanto para E-N e IP observados, se dan en ML3 y ML9. En
ML3, un 43'8% de espermatozoides con membrana dafiada para E-N, y 60'4%
con IP; y en ML9, un 59'97% para E-N y un 65'5% para IP.

Por otro lado, los valores mas altos hallados, coincidentes en ambas
figuras, fueron los de ML2, ML8 y ML11. Siendo los datos resultantes de tincion
E-N de 71'3% para ML2, 73'77% para ML8 y 7812% para ML11; y los
obtenidos con IP, 92% para ML2, 87'37% para ML8 y 93'2% para ML11.

111



Resultados

En la fig. 19 vemos que, en el caso del semen congelado, el toro cuyo
semen presentd una mayor cantidad de espermatozoides emitiendo
fluorescencia roja debido a la penetracion de IP, y por tanto, membrana
dafiada, fue ML11 (61'4%). Le siguieron ML9 (55'5%), ML8 (51%), ML2 (50%),

ML3 (43%) y, por ultimo, ML5, con 28% de esp. con membrana deteriorada.

Los porcentajes promedio de espermatozoides con membrana dafiada
obtenidos mediante IP para semen congelado fue del 48'15%, 91'4% para

semen recongelado CT y 80'26% para semen recongelado ST.

En el estudio realizado con el semen recongelado CT, los toros ML11 y
ML5 mostraron los peores resultados (98'5% y 98'8%, respectivamente).
Continuando con ML8, con 90'9% de espermatozoides con membrana
deteriorada, ML2 (89'7%), ML3 (86%) y ML9 (84'7%).

Por ultimo, el estudio de este parametro para el semen recongelado ST
arroj6 como resultado que el toro con el mayor nimero de espermatozoides
con membrana dafada fue ML11 (93'2%); seguido por ML2 (92%), MLS8
(87'37%), ML5 (83'1%) y ML9 (65'5%). Los mejores resultados fueron los

obtenidos por ML3, con 60'4% de espermatozoides con membrana dafiada.

4.2.6. Estudio de los acrosomas en semen congelado y recongelado

La fig. 20 muestra los resultados obtenidos del estudio de los acrosomas
de los espermatozoides mediante la utilizacion de lectina PNA. En semen
congelado, los sementales ML2, ML8, ML9 fueron los que presentaron mayor
porcentaje de espermatozoides con acrosoma dafiado (44%), seguido de ML11
(43%) y ML5 (33'4%). ML3 fue el animal con menor porcentaje de acrosomas
dafiados (23%).
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Cuando se realiz6 el mismo estudio para semen recongelado CT, ML8
obtuvo un 80'3% de acrosomas danados, seguido de ML2 (76%), ML11
(67'9%), ML5 (54'9%) y ML9 (40'1%). En este caso, ML3 también fue el que
mejores resultados obtuvo, con sélo 32'7% de acrosomas dafados. Para el
estudio de semen recongelado ST, el porcentaje de acrosomas mas elevado
correspondié a ML8, con un 76'6%, seguido de ML2 (60'%), ML11 (54'3%),
ML5 (52%) y ML9 (28'9%). El porcentaje mas bajo obtenido fue para ML3, con
un 22% de acrosomas dafados.

‘ H Semen recongelado ST ® Semenrecongelado CT Semen congelado

80,3

% esp acrosoma dafiados

ML2 ML3 ML5 ML8 ML9 ML11
Toros

Figura 20. Estudio de acrosomas dafados, valorados mediante lectina PNA, en semen
congelado, recongelado ST y CT.

En la tabla 18 se refieren los estadisticos y valores promedio de

acrosomas dafados, valorados mediante lectina PNA, en semen congelado y
recongelado STy CT.
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Tabla 18 Estudio estadistico y valores promedio de acrosomas dafiados, valorados

por PNA en semen congelado y recongelado (ST y CT) (n= 6).

a) Para el conjunto de los 6 toros (% esp dafiados)

ST CT
Promedio 49'11 5865
SD 20'36 19’43
CV (%) 41’45 3311

C

38’56

8'68

22’51

ST: semen recongelado sin tratamiento previo; CT: semen recongelado con tratamiento previo; C: semen

congelado; SD: Desviacién estandar; CV: Coeficiente de variacion.

b) Por donante:

b.1) Semen recongelado ST (% esp. dafiados)

ML2 ML3 ML5 ML8

Promedio 60'87 22 52 76'6
SD 131 196 1'82 1'36
CV (%) 2'15 890 35 176

b.2) Semen recongelado CT (% esp. dafiados)

ML2 ML3 ML5 ML8
Promedio 76 32.7 54’92 80’32
SD 1'82 101 1'49 091
CV (%) 2'39 3'08 2.71 1'13

b.3) Semen congelado (% esp. dafiados)

ML2 ML3 ML5 ML8

Promedio 44 23 3342 44
SD 1'82 1'82 1'18 147
CV (%) 4'15 795 3’53 334

ML9

28'87

131

4’53

ML9

40’1

1'59

3'96

ML9

44

1’58

3'59

ML11

54’25

171

3'14

ML11

67'9

1’64

2'41

ML11

43

1'82

4'23
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Los valores maximos obtenidos para el conjunto de valores de los seis
sementales estudiados fue de 80'3% de esp con acrosoma dafado para semen
recongelado CT, 76'6% para semen recongelado ST y de 44% para semen
congelado. Los valores minimos fueron de 32'7% para semen recongelado CT,

22% para recongelado ST y 23% para semen congelado.

Los datos para la congelacion espermatica muestran valores iguales o
muy parecidos para todos los sementales, excepto para ML3 (23%). Los
valores de las recongelaciones flucttan mas entre sementales, aunque los
valores encontrados para semen recongelado CT son mayores que los
resultantes para ST en todos los toros. Excepto en el caso de ML9, en todos
los demas, los mejores valores se dan en semen congelado, seguido de
recongelado CT y ST. EL valor promedio encontrado en todos los toros para
acrosomas dafiados en semen congelado una sola vez fue 38'56%, de 58'65%

para semen recongelado CT y 49'1% para semen recongelado ST.

De los datos obtenidos podemos deducir que ML3 fue, con diferencia, el
toro que mejores resultados obtuvo con menor porcentaje de acrosomas
dafiados para cada uno de los ensayos. ML9 presenta un bajo porcentaje de

dafio acrosomico en comparacion con el resto de sementales ML.

4.2.7. Estudio de la cromatina en semen congelado y recongelado

En la fig. 21, referida al dafio realizado en la cromatina de los
espermatozoides en semen congelado, recongelado CT y ST, encontramos
gue en el caso del semen congelado, el mayor valor encontrado, y por tanto, el
peor resultado obtenido fue para ML11 (12% esp con ADN dafado), seguido de
ML2 (10'5%), ML5 (6'3%), ML3 (5%), ML9 (4%) y ML8 (2%). Por otro lado, en
el caso del semen recongelado ST, el valor mas elevado se encontré para ML9
(10% esp con ADN dafiado), seguido de ML11 y ML2 (ambos con un 9%), ML3
(5%), ML8 (4%) y ML5 (2%). Y por ultimo, los datos obtenidos para semen
recongelado CT nos muestran que el valor mas elevado encontrado fue para
ML11 (10% esp ADN dafiado), seguido de ML2 (6'5%), ML9 (6%), ML3 (5%),
ML8 (4'5%) y ML5 (4%).
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W Semen recongelado ST W Semen recongelado CT Semen congelado

14~

12+

=
?

?

% esp ADN dafiado

ML2 ML3 ML5 ML8 ML9 ML11

Figura 21. Estudio de la cromatina dafiada, mediante tincion de azul de toluidina en
semen congelado, recongelado STy CT.

En la tabla 19 se refieren los estadisticos con respecto a los valores
promedio de cromatina dafada (tincion azul de toluidina) en semen congelado

y recongelado (CT y ST).

Tabla 19. Estudio estadistico y valores promedio de cromatina dafiada (tincion azul de

toluidina) en semen congelado y recongelado (CT y ST) (n= 6).

a) Para el conjunto de los 6 toros (% esp. dafiados)

ST CT C
Promedio 6'5 6 663
SD 327 2'17 3'87
CV (%) 50’30 36'16 58'37

ST: semen recongelado sin tratamiento previo; CT: semen recongelado con tratamiento previo; C: semen

congelado; SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion

116




Resultados

b) Por donante

b.1) Semen recongelado ST (% esp. dafiados)

ML2 ML3 ML5 ML8 ML9 ML11

Promedio 9 5 2 4 10 9
SD 122 091 0’35 1'47 1'82 1'08
CV (%) 13’55 13’55 17’5 17’5 182 12

b.2) Semen recongelado CT (% esp. dafiados)

ML2 ML3 ML5 ML8 ML9 ML11

Promedio 6'5 5 4 4.5 6 10
SD 1'29 147 1'58 108 147 1'82
CV (%) 19’84 29'4 39’5 24 24’5 182

b.3) Semen congelado (% de esp dafiados)

ML2 ML3 ML5 ML8 ML9 ML11

Promedio 10’5 5 6'32 2 4 12
SD 147 091 1’61 041 147 1'87
CV (%) 14 1820 25'55 20’50 36'75 15’58

Se obtuvieron valores maximos de espermatozoides con ADN dafado,
12% para semen congelado y 10% en recongelado CT y ST; y minimos de 2%

para semen congelado, 4% para recongelado CT y 2% para ST.

4.2.8. Estudio de morfoanomalias espermaticas en semen congelado y
recongelado

Para ML2, las morfoanomalias mas frecuentes fueron las “colas en
latigo”, con valores semejantes para cada uno de los tipos de congelacion;
siendo 6% el porcentaje para esta anomalia en semen recongelado CT, 525%
para semen recongelado ST y 6'5% para semen congelado (Fig. 22). El resto

de morfoanomalias, como “cabezas sueltas”, “colas sueltas”, “microcabezas”,
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“cabezas redondas”, “colas ovillo” y “cabezas dobladas’, no fueron

significativas, encontrdndose valores no superiores a 2'12%.

B Semen recongelado ST M Semen recongelado CT Semen congelado

6,5

% Morfoanomalias

1,25 1,25

Tipos Morfoanomalias

Figura 22. Morfoanomalias esperméaticas en semen congelado y recongelado de ML2.

En la tabla 20 se refieren los estadisticos y valores promedio de las

morfoanomalias espermaticas de ML2, en semen recongelado y congelado.

Tabla 20. Estudio estadistico y valores promedio de morfoanomalias esperméticas de

ML2, en semen recongelado y congelado.

a) Semen recongelado ST

Colas en Cabezas Colas Micro- Cabezas Colas en
latigo sueltas sueltas cabezas redondas ovillo
Promedio 525 2'12 1'25 0’38 0'5 112
SD 1'85 1'25 029 0’48 041 0'75
CV (%) 35’23 58’96 23'20 129'7 82 66'96

SD: Desviacién estandar; CV: Coeficiente de variacion.
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b) Semen recongelado CT

Colasen | Cabezas Colas Micro- Cabezas | Colas en Colas

latigo sueltas sueltas cabezas | redondas ovillo dobles

Promedio 6 0'87 1'75 0’63 1 0'87 0'25
SD 2’55 0’75 029 0’75 2 0'48 0'29
CV (%) 42’5 86'2 16’6 121 200 552 116

¢) Semen congelado

Colas en Cabezas Colas Micro- Cabezas
latigo sueltas sueltas cabezas redondas
Promedio 6’5 1'25 0’5 0’5 0’25
SD 07 0'67 041 0’46 012
CV (%) 10'76 53'6 82 90 48

Por lo que respecta a las morfoanomalias encontradas en el semen del
toro ML3, encontramos que existe una mayor proporcién de “colas en latigo” en
el caso de semen congelado (10'12%), seguido de semen recongelado ST
(4'87%) y de semen recongelado CT (2'75%). El resto de anomalias
espermaticas se encuentran en menor porcentaje, no superando el 3% (Fig.
23). En la tabla 21 se refieren los estadisticos y valores promedio de las

morfoanomalias espermaticas de ML3, en semen recongelado y congelado.

Tabla 21. Estudio estadistico y valores promedio de morfoanomalias espermaticas de

ML3, en semen recongelado y congelado.

a) Semen recongelado ST

Colas en Cabezas Colas Cabezas Colas en Cabezas
latigo sueltas sueltas redondas ovillo dobladas
Promedio 4'87 1’5 1’5 0’5 2'25 0'12
SD 2'87 091 091 1 1'19 0'25
CV (%) 58’93 60’66 60’66 200 52'88 208’33

SD: Desviacién estandar; CV: Coeficiente de variacion.

119



Resultados

b) Semen recongelado CT

Colas en Cabezas Colas Cabezas Colas en Cabezas
latigo sueltas sueltas redondas ovillo dobladas
Promedio 2’75 2'62 1'25 0’5 3 0’37
SD 1’44 309 0’5 0’41 1'15 0’48
CV (%) 1909 11793 40 82 3833 12972
c) Semen congelado
Colas en Cabezas Colas Cola en Cabezas
latigo sueltas sueltas ovillo dobladas
Promedio 1012 0’75 1'5 15 0’25
SD 2’01 054 0’48 0’83 013
CV (%) 19’86 138’88 31'33 55’33 52

% Morfoanomalias

B Semen recongelado ST B Semen recongelado CT semen congelado

12—

10,12

9
&
N
Y
&
O’b'

Tipo Morfoanomalias

Figura 23. Morfoanomalias espermaticas en semen congelado y recongelado de ML3.
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En la fig. 24, referente al estudio de las morfoanomalias espermaticas
para ML5, observamos que destacan las “cabezas sueltas”, con un 9'25% para
semen recongelado CT, 537% para semen recongelado ST y 3'5% para
semen congelado. Las *“colas en latigo” fueron otra de las anomalias
esperméticas mas frecuentes con 2'12% en semen recongelado CT, 4% en
recongelado ST y 6% en semen congelado. Las “colas sueltas” se presentaron
en un 2'5% para semen congelado, 3'25% en recongelado ST y 5% en
recongelado CT. El resto de anomalias encontradas (“cabezas redondas”,
“colas en ovillo” y “cabezas dobladas”) oscilaron entre 0 y 1%. En la tabla 22 se
refieren los estadisticos y valores promedio de las morfoanomalias

espermaticas de ML5, en semen recongelado y congelado.

W Semen recongelado ST W Semen recongelado CT Semen congelado

10—

9,25

% morfoanomalias

Tipo Morfoanomalias

Figura 24. Morfoanomalias esperméaticas en semen congelado y recongelado en ML5.
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Tabla 22. Estudio estadistico y valores promedio de las morfoanomalias espermaticas

de ML5, en semen recongelado y congelado.

a) Semen recongelado ST

Colas en
latigo
Promedio 4
SD 108
CV (%) 27

SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion.

b) Semen recongelado CT

Colas en
latigo
Promedio 2'12
SD 0'63
CV (%) 29'71

¢) Semen congelado

Colas en
latigo
Promedio 6
SD 108
CV (%) 18

Cabezas

sueltas
537
1'03

19’18

Cabezas

sueltas
9'25
2'78

30’05

Cabezas

sueltas
35
108

30'85

Colas

sueltas
325
0'86

26’46

Colas

sueltas

5
1’08

21’60

Colas

sueltas
2’5
072

28’80

Colas en

ovillo
0'62
0'63

100

Colas en

ovillo
0’75
0'64

85’33

Cabezas

redondas
1
041

41

Cabezas

dobladas
062
0’48

7741

Cabezas

dobladas
0’5
071

142

Colas en

ovillo
0’5
0’08

16

En la fig. 25, que representa las anomalias morfolégicas en los

espermatozoides de ML8, podemos observar que la anormalidad “colas en

latigo” destaca sobre todas las demas, tanto en semen congelado (10%), como
en recongelado CT (962%) y ST (9'12%). Otras anormalidades fueron

“cabezas sueltas” con 4'25% para semen recongelado ST, 3'37% para

recongelado CT y 3% para congelado; “colas sueltas” para semen congelado

(3'25%); y “colas en ovillo” para semen congelado y recongelado ST con 3'5%

en ambos casos. El resto de morfoanomalias como “microcabezas” o “cabezas
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dobladas”, asi como valores menores de las morfoanomalias ya citadas, van de

0 a 1'5%. En la tabla 23 se refieren los estadisticos y valores promedio de las

morfoanomalias espermaticas de ML8, en semen recongelado y congelado.

B Semen recongelado ST M Semen recongelado CT Semen congelado

10+ 962

10

% Morfoanomalias

Tipo Morfoanomalias

Figura 25. Morfoanomalias espermaticas en semen congelado y recongelado en MLS8.

Tabla 23. Estudio estadistico y valores promedio de morfoanomalias esperméticas de

ML8, en semen recongelado y congelado.

a) Semen recongelado ST

Colas en Cabezas Colas Colas en
latigo sueltas sueltas ovillo
Promedio 912 4'25 1 35
SD 2'32 0’96 1’35 178
CV (%) 25'43 22’58 135 50'85

SD: Desviacién estandar; CV: Coeficiente de variacion.

Cabezas

dobladas
1
1’08
108
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b) Semen recongelado CT

Colas en Cabezas Colas Micro- Colas en Cabezas

latigo sueltas sueltas cabezas ovillo dobladas
Promedio 962 3'37 1'37 012 15 1'25
SD 1'25 0'85 048 025 091 0’29
CV (%) 1299 2522 3503 208’33 60’66 2320

¢) Semen congelado

Colas en Cabezas Colas Colas en Cabezas
latigo sueltas sueltas ovillo dobladas
Promedio 10 3 3'25 3’5 0’25
SD 1’41 0'81 0’61 0'64 01
CV (%) 14’10 27 18'76 1828 40

La fig. 26 nos muestra los valores morfoldgicos anormales referentes a
ML9. En éste se hallaron en mayor cantidad “colas en latigo”, con 16'62% en
semen recongelado ST; 16'25% en el caso del semen congelado y 7'5% para
semen recongelado CT. Las “colas en ovillo” se observaron también en un alto
porcentaje, con 8% en semen recongelado ST, 7% en semen recongelado CT,

y 4'5% para semen congelado.

Ademas de las anomalias morfolégicas anteriormente citadas, se
encontraron otras como son “cabezas sueltas”, “colas sueltas”, “microcabezas”
0 “cabezas dobladas” que en conjunto conforman los porcentajes mas bajos

para este toro con un rango de 0 a 2'37%.

En la tabla 24 se refieren los estadisticos y valores promedio de las

morfoanomalias espermaticas de ML9, en semen recongelado y congelado.
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B Semen recongelado ST W Semen recongelado CT Semen congelado
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Figura 26. Morfoanomalias espermaticas en semen congelado y recongelado de ML9.

Tabla 24 . Estudio estadistico y valores promedio de morfoanomalias esperméticas de

ML9, en semen recongelado y congelado

a) Semen recongelado ST

Colas en Cabezas Colas Micro- Colas en Cabezas
latigo sueltas sueltas cabezas ovillo dobladas
Promedio 16’62 2'37 0'87 012 8 037
SD 32 0'63 0’25 025 196 0’48
CV (%) 19'25 26’58 28'73 200 24’50 129'72

SD: Desviacién estandar; CV: Coeficiente de variacion.
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b) Semen recongelado CT

Colas en Cabezas Colas Micro- Colas en Cabezas
latigo sueltas sueltas cabezas ovillo dobladas
Promedio 75 1'87 1'12 075 7 0’37
SD 071 1'11 1'11 0'64 2'83 0’48
CV (%) 9’46 59'35 98'66 85'33 40’42 12972

c) Semen congelado

Colas en Cabezas Colas Colas en Cabezas
latigo sueltas sueltas ovillo dobladas
Promedio 16’25 1'75 1'5 4’5 1’5
SD 162 0'35 0'54 1’08 074
CV (%) 9'96 20 36 24 49’33

La fig. 27 muestra las anomalias morfolégicas encontradas en el semen
de ML11. Del estudio realizado se desprende que las “cabezas sueltas”, con un
10'5% en semen recongelado ST, 1'5% en semen congelado y 7'37% en
semen recongelado CT, son las que se presentan en mayor porcentaje; asi
como “colas en latigo”, con 9'5% para semen recongelado ST; 12'12% para
semen recongelado CT y 13% para semen congelado. En menor medida se
encuentran “colas sueltas”, con 7% en semen congelado, 587% en semen

recongelado ST y 475% en semen recongelado CT.

Ademds, otras morfoanomalias halladas fueron “microcabezas’,

“cabezas redondas”, “colas ovillo” y “cabezas dobladas”, con valores muy bajos

con respecto a las tres anteriores, oscilando entre 0y 1'83%.

En la tabla 25 se refieren los estadisticos y valores promedio de las

morfoanomalias espermaticas de ML11, en semen recongelado y congelado.
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B Semen recongelado ST M Semen recongelado CT Semen congelado

14—
13

12,12

12—

10,5 10,5

% Morfoanomalias

Tipo Morfoanomalias

Figura 27. Morfoanomalias espermaticas en semen congelado

y recongelado de ML11.

Tabla 25. Estudio estadistico y valores promedio de las morfoanomalias esperméticas

del toro ML11, en semen recongelado y congelado

a) Semen recongelado ST

Colas en Cabezas Colas Micro- Cabezas Colas en Cabezas
latigo sueltas sueltas cabezas redondas ovillo dobladas
Promedio 9’5 10’5 587 0’25 012 0’75 062
SD 3'34 2'91 1'11 011 025 0’5 0'75
CV (%) 35’15 2771 1890 44 208’33 66’66 120’96

SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion.
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b) Semen recongelado CT

Colas en Cabezas Colas Micro- Colas en Cabezas
latigo sueltas sueltas cabezas ovillo dobladas
Promedio 12’12 737 475 0'87 0’75 1'75
SD 2'17 502 1'04 0'63 004 0’5
CV (%) 17°90 68’11 21'89 72'41 533 28’57

¢) Semen congelado

Colas en Cabezas Colas Micro- Cabezas Colas en Cabezas

latigo sueltas sueltas cabezas redondas ovillo dobladas
Promedio 13 10’5 7 0’5 016 1'83 162
SD 1'47 1'08 2'16 048 0’06 0'34 0'82
CV (%) 11°30 10’28 3085 92’30 37’5 19'57 5061

En la fig. 28 estan representados los valores promedio de las
anormalidades morfolégicas encontradas en los eyaculados de los sementales
de la raza estudiados en este ensayo. En conjunto, las anormalidades mas
destacables fueron las “colas en latigo” con un 10'31% para semen congelado,
8'23% para recongelado ST y 6'68% para recongelado CT. Las “cabezas
sueltas” también destacaron, aunque en menor medida, con 4'35% para
recongelado ST, 4'22% para recongelado CT y 3'46% para semen congelado.
Las “colas sueltas” estuvieron presentes entre las morfoanomalias mas
frecuentes, con 2'29% con respecto al semen recongelado ST, 2'54% en
recongelado CT y 2'7% en semen congelado. Las “colas en ovillo” se
presentaron con unos porcentajes promedio de 2'7% en recongelado ST,
2'31% en recongelado CT y 1'97% en semen congelado.

Las anomalias morfolégicas en una proporciéon menor a la media fueron

“microcabezas”; “cabezas redondas” y “cabezas dobladas”, con valores que
oscilaron entre 0 y 0'75%.
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El valor promedio de la suma de todas las anomalias morfoldgicas
determinadas para cada tratamiento resulta similar, siendo del 18'36% la suma
total en espermatozoides recongelados ST, 17'14% para espermatozoides

recongelados CT y 19'43% para los sometidos a un proceso de congelacion.

Es de destacar que en la anomalia “colas dobladas”, este porcentaje
promedio es ligeramente menor en espermatozoides CT que en los otros dos
casos, lo que puede estar influenciado por la centrifugacion de los
espermatozoides practicada en este tratamiento, ya que muchos de los
espermatozoides con colas dobladas resultaron eliminados durante este

proceso.

B Semen recongelado ST M Semen recongelado CT Semen congelado
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Figura 28. Morfoanomalias esperméticas en semen congelado

y recongelado de toros ML.
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En la tabla 26 se refieren los estadisticos y valores promedio de las

morfoanomalias esperméaticas de los toros ML estudiados, referidas a semen

recongelado y congelado.

Tabla 26. Valores estadisticos y promedio de las morfoanomalias espermaticas en

semen recongelado y congelado de toros ML.

a) Semen recongelado ST

Colas en Cabezas

latigo sueltas
Promedio 8'23 4’35
SD 471 334

CV (%) 57'29 76'78

SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacién.

b) Semen recongelado CT

Colas en Cabezas

latigo sueltas
Promedio 6'68 4'22
SD 3’89 3'32

CV (%) 5823 7867

¢) Semen congelado

Colas en Cabezas

latigo sueltas
Promedio 1031 3’46
SD 3’89 3'60

CV (%) 3773 10404

Colas

sueltas

2'29

1’95

85'58

Colas

sueltas

2'54

1’82

71'65

Colas

sueltas

2'7

2’3

85’18

Micro-

cabezas

0'16

022

137’5

Micro-

cabezas

0’39

04

102’56

Micro-

cabezas

0’16

0’26

162'50

Cabezas

redondas

018

025

138’88

Cabezas

redondas

0’25

042

168

Cabezas

redondas

0'23

0'39

169’56

Colas en

ovillo

2'7

2'81

103’69

Colas en

ovillo

2'31

2'45

106’06

Colas en

ovillo

197

1'69

87’56

Cabezas
dobladas

0’45

037

82'22

Cabezas
dobladas

0’75

061

81'33

Cabezas
dobladas

06

074

123’33
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4.3. Experiencia 3. Uso de la IA para la valoracion de la fertilidad de |

semen recongelado

La tabla 27 nos muestra los resultados de la IA realizada a 7 novillas
Frisonas utilizadas para el ensayo de fertilidad del semen recongelado ST. Las
7 hembras fueron sincronizadas mediante la aplicacion de un dispositivo
intravaginal liberador de progesterona (CIDR®) que se mantuvo durante 7 dias,
transcurrido este tiempo, se aplicé una dosis de PGF2a (Dinolytic®) y un dia

mas tarde se retiraron los dispositivos.

Dada la presencia de sintomas de celo en todas las hembras tras la
sincronizacion, a todas se les aplico una dosis de semen dos veces mediante
IA, con un intervalo de 12 h. De las 7 novillas inseminadas, 2 de ellas (28'57%)
volvieron a presentar sintomas de celo 21 dias mas tarde, lo que nos indica

que esas dos novillas con seguridad no quedaron gestantes tras la IA.

A los 45 dias post-IA, se realiz6 una ecografia a cada una de las 5
novillas que seguian sin presentar sintomas de celo para diagnosticar la
posible gestacion de las mismas, dando como resultado que todas presentaron
gestacion positiva (71'43%) (Fig. 29).

Para confirmar los resultados obtenidos con la primera ecografia
realizada, se efectué una segunda ecografia a los 60 dias post-1A, resultando
que 1 de las 5 novillas gestantes en la primera ecografia fue diagnosticada no
prefiada. Como resultado, de las 7 hembras inseminadas, 4 hembras
continuaron la gestacion tras 60 dias, obteniéndose un porcentaje de fertilidad

del semen recongelado ST del 57°14%.
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Tabla 27. Sincronizacion e 1A con semen recongelado ST en novillas Frisonas.

Novillas Novillas Novillas 1A Novillas Novillas Novillas
sincronizadas en celo (23 1A, 12 h) retorno celo gestantes gestantes
(CIDR) (n) (%) (%) (%) 45 d (%) 60 d (%)
7 7 7 2 5 4
(100) (100) (28'57) (71°43) (57'14)

Figura 29. Imagenes ecogréficas de novilla gestante (45 d). a: Cuerpo ldteo de

gestacién y vesicula embrionaria; b, c: Placentomas y embrién.
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5.1. Experiencia 1. Parametros seminales en toros de raza ML

Muchos autores estan de acuerdo en que la conservacion in vitro debe
acompanfar a las actividades de la conservacion in vivo para impedir el proceso
de desaparicion de las razas animales (Rodero et al., 1994). La utilizacion de
estas dos metodologias en conjuncién es aun mas necesaria en el caso del
ganado bovino, donde la IA con semen descongelado se ha impuesto desde
hace ya muchas décadas, cuatro aflos después de que se descubrieran las

bondades del glicerol como crioprotector (Polge et al., 1949).

En el ganado bovino de raza ML, al inicio del programa de conservacion
racial a finales de la ultima década del siglo XX, se utilizo la monta natural para
obtener descendencia, utilizandose un solo toro propiedad de un criador para
fecundar las diferentes hembras que eran transportadas al lugar donde se
ubicaba el semental (Peinado et al., 2002a).

Las actividades iniciadas en el seno de la Asociacion para la
Conservacién y Recuperacion de la raza bovina ML (COREMUR), hoy
conocida como GANACULTURA (Asociacion para la Conservacion vy
Divulgacion de las Tradiciones Ganaderas de Murcia), propicio el inicio de las
extracciones de semen asistidas mediante electroeyaculacién. De esta manera,
se han ido utilizando hasta 13 toros, de los cuales existen unas 7280 dosis que
se mantienen en el Banco de Germoplasma de una forma dinamica. Por un
lado, se pretende mantener el n° suficiente de dosis seminales de cada toro, y
por otro, utilizar dosis seminales para IA dentro del programa de mantenimiento
y recuperacion de la raza; de este modo, son usadas tanto para el programa de
conservacion in vitro como para el de in vivo. El n® de dosis seminales previstas
en un Banco de Germoplasma de ganado bovino para mantener la variabilidad
de la raza son las correspondientes a 25 toros y 80 dosis seminales por cada
uno (Bodd, 1990; Ollivier y Renar, 1995), con lo que todavia quedan algunos
afios para continuar incrementando la variabilidad genética preservando dosis
seminales de toros jovenes, aunque esta prevista la disminucion de dosis
seminales de cada toro con la puesta a punto de la técnica del sexado de

semen, que reducirA a cerca de la mitad los costes derivados del
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mantenimiento del Banco de Germoplasma y acelerara, ganando en eficacia, el

proceso de recuperacion racial (Rath y Johnson, 2008).

Los trabajos realizados por Lémker y Simon (1994), Danchi-Burge et al.
(2001) y Gandini et al. (2007), recomiendan que el semen almacenado en el
Banco de Germoplasma proceda de al menos 25 machos sin relacion de
parentesco entre ellos para mantener el 98% de la heterocigosidad poblacional.
Por otra parte, Hiemstra et al. (2005) encuentra que este valor es demasiado
elevado y dificil de alcanzar, ya que se trata de razas en peligro de extincion y
el n° de ejemplares disponible es reducido; lo que sucede con la raza ML.

En los programas de conservacion realizados por Crespo Garcia (2003)
y Tamargo et al. (2009) se recomienda el mantenimiento de un total de 500
dosis seminales por semental. De todos los toros crioconservados en el Banco
de Germoplasma, los sementales ML1, ML2, ML3 y ML5 son los unicos que
superan este valor. El resto de sementales, excepto el ML13, que sigue dentro
del programa de recuperacion racial, fueron sacrificados antes de poder
realizar mas extracciones seminales que pudieran completar el minimo

recomendado.

Por otra parte, la conservacion in vitro de esta raza no sélo se ha llevado
a cabo con la crioconservacion del material genético masculino, sino que
también existe un Banco de Germoplasma de embriones obtenidos mediante
FIV, con un total de 170 embriones, que proporcionarian un niamero adecuado

de futuros descendientes.

Otro método que se ha utilizado para la conservacion in vitro de la raza
bovina ML es la puncién folicular ecoguiada, conocida como OPU (Ovum Pick
Up), que consiste en la obtencién de ovocitos mediante puncidn ovarica de las
hembras in vivo para después ser empleados en los procesos de maduracion,
fecundacion y produccion in vitro de embriones. En diciembre de 2012 nacio
“Fuensanta”, la primera ternera de la raza ML obtenida a partir de una serie de
técnicas de biotecnologia reproductiva como son, la extraccion y congelacion

de semen de toro ML, la extracciéon de ovocitos de vacas ML donantes
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mediante OPU, la produccion de embriones in vitro mediante MIV-FIV, la
vitrificacidbn para su conservacion, y su posterior implantacion a una vaca
receptora de raza Frisona, previamente seleccionada y sincronizada, mediante

técnicas de transferencia embrionaria (Astiz et al., 2012; Ruiz et al., 2013).

El n°® de dosis seminales obtenidas de cada eyaculado depende de
varios parametros que no siempre se mantienen homogéneos. El volumen del
eyaculado obtenido en algunas razas en peligro de extincion como la raza
Serrana de Teruel (Quintin et al., 2013), es inferior al que presentan los toros
ML cuando son sometidos a un proceso de electroeyaculacion. Los valores
promedio de 4 y 55 ml para dos toros de la raza Serrana de Teruel son
inferiores a los obtenidos en la raza ML, con 8 y 10’7 ml, segun se trate de 1° 0
2° eyaculado. Otras razas espafiolas en la misma situaciéon de riesgo, como es
el caso de la Agrupacion bovina Morenas del Noroeste, proporcionan unos
valores promedio del semen del 1° eyaculado muy poco variable entre la raza
Caldelana y Vianesa, con 4’59 ml y 5’85 ml, respectivamente, siendo estos
valores para el 2° eyaculado de 5’13 ml y 5’40 ml, respectivamente. El resto de
las razas bovinas de esta agrupacién tienen valores de volumen seminal
intermedio entre los datos sefialados (Sanchez et al., 1992). Todos estos

valores son también inferiores a los promedios sefalados para los toros ML.

Por otra parte, las razas Sayaguesa y Marismefia presentan valores de
volimenes promedio de 550 y 501 ml, respectivamente, confirmando que

estos volumenes siguen siendo inferiores a los encontrados en los toros ML.

Comparando nuestros datos de volumen con la raza Cachena, esta
altima presentd unos valores promedio de 4’47 ml, lo que esta muy por debajo
de los del toro ML. Esto podria explicarse por las diferencias entre razas y
también por las diferencias en la cantidad de plasma seminal emitido por las

glandulas sexuales accesorias durante la eyaculacién (Cole y Cupps, 1984).

Ademas, segun Muifio et al. (2006b), los volimenes seminales
encontrados para toros Frisones menores de 3 afios y mayores de 3 afos

fueron de 6 y 9’30 ml, respectivamente.
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La concentracion espermatica de los eyaculados de toros de raza
Serrana de Teruel arroja unos valores promedio de 690 a 770 x 10° esp/ml,
mientras que en la raza ML, los valores promedio de concentracion son de
591’4 y 507'2 x 10° esp/ml para 1° y 2° eyaculado, respectivamente; valores
gue estan por debajo del rango hallado para la raza Serrana de Teruel. Esto es
l6gico, puesto que la relacion concentracion/volumen es diferente en el semen
del toro ML, y a mayor volumen siempre existe una menor concentracion.
Aunque como vemos en los resultados, existen respuestas de tipo
idiosincrasico en algunos toros en los que se aumenta el volumen y la
concentracion no disminuye, sobre todo cuando se comparan 1°y 2° eyaculado

de algunos donantes.

Los valores promedio de concentracion esperméatica encontrados en
razas Caldelana y Vianesa para el 1° eyaculado muestran unos valores de
1440 x 10° y 1370 x 10° esp/ml, respectivamente. Por otra parte, para el 2°
eyaculado, los datos en estas mismas razas fueron de 1290 x 10° y 1000 x 10°
esp/ml. En todos los casos estos valores son superiores a los referidos en toros
ML. Esto es debido a que estas razas presentan un menor volumen y una

mayor concentracion que en el caso de toros ML.

Las concentraciones referidas para las razas Sayaguesa, Marismefia y
Cachena son de 1410 x 10° esp/ml para la 12 extraccién seminal, de 1170 x 10°
esp/ml para la 22 y de 1100 x 10° esp/ml para la 32 (Sanchez et al., 1992),

siendo estas concentraciones también superiores a las de la raza ML.

En la raza de fomento Asturiana de los Valles, se hallaron valores
medios de volumen de 5 ml y concentracién de 1300 x 10° esp/ml, siendo una
vez mas el valor del volumen obtenido menor que en el caso de la raza ML y

mayor en el caso de la concentracion espermatica (Muifio et al., 2009).

Segun varios autores la baja calidad y concentracidbn espermatica
también puede estar provocada por el estrés calorico debido a las temperaturas
extremas (Rao y Rao, 1975; Gauthier, 1984; Cardozo 2000; Vejarano et al.,
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2005; Prieto et al.,, 2007). GOmez y Migliorisi (2007) apuntan que la
concentracién minima aceptable es de 500 x 10° esp/ml. La concentracion
promedio total de la totalidad de los eyaculados de toros ML es de 549'3 x 10°
esp/ml, encontrandose este valor dentro del rango establecido por los autores
referidos. Sin embargo, existen valores promedio de la raza ML que de forma
individual no alcanzan la media establecida por Gémez y Migliorisi (2007), lo
que podria explicarse por una falta de nutrientes derivada de una mala
alimentacion (generalizada en esta raza por la falta de ayudas economicas) o
las condiciones ambientales (Ruiz et al., 2010), en el caso de los sementales a
los que se les extrajo semen en la época estival (bajo las temperaturas

extremas que se alcanzan en la Regioén de Murcia durante el verano).

El pH seminal bovino debe variar, segun Olivares y Urdaneta (1985),
entre 6’4 y 6’9, y segun Vera y Mufioz (2005) entre 6’7 y 7, mencionando
ademas que el pH del semen esta relacionado tanto con el método de
recoleccion utilizado, como con el manejo en el momento de la recogida
seminal (Ruiz et al., 2010). El pH del semen de los eyaculados de la raza ML
esta cercano a la neutralidad (pH=7) con valores que oscilan entre 6'9 y 7’5,
siendo el rango mas frecuentemente encontrado de 7’2 a 7’5, hallandose estos
valores dentro de los rangos referidos anteriormente (Olivares y Urdaneta,
1985; Vera y Mufioz, 2005). Otros autores apuntan que el pH de semen bovino
que se considera normal se encuentra entre 6’2 y 6’8 (Gomez y Migliorisi,
2007), los valores encontrados en el ML son mayores debido posiblemente a la

recoleccion efectuada mediante electroeyaculacion.

Existe una gran variabilidad en cuanto a la calidad del semen obtenido
mediante electroeyaculacion (Lawson et al., 1967). Es decir, los eyaculados de
morueco, toro y macho cabrio presentan un volumen mas alto, una menor
concentracion espermatica y un mayor pH, que en los obtenidos con VA
(Memmon et al.,, 1986). Ruiz et al. (2007) también apuntan que el volumen
eyaculado por los sementales esta relacionado con el método de recoleccién
utilizado. Esto explicaria las diferencias para estos parametros seminales entre

el ganado ML vy el resto de razas autéctonas bovinas.
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En el Banco de Germoplasma de la raza ML, las dosis de cada
eyaculado extraido por electroeyaculacién corresponden a un total de 12 toros,
existiendo una gran variabilidad entre los diferentes sementales utilizados, e
incluso entre los pertenecientes al mismo toro, siendo 136, la media ponderada
del n° de dosis seminales por eyaculado; con un valor maximo de 226 dosis, y
minimo de 34. Hay que tener en cuenta que cada dosis seminal contiene 40 x
10° esp/dosis, y que ademas debemos considerar la disponibilidad que se tiene

de estos sementales bajo las condiciones que exigen sus propietarios.

Segun Quintin et al. (2013), en la raza Serrana de Teruel, la media de
dosis por eyaculado, de dos toros de la raza, obtenidos por electroeyaculacion
fue de 111, valor que no difiere del obtenido en la raza ML a pesar de la
diferencia en el nimero de toros estudiados. Aunque también los valores son
muy dispares, y no son dependientes de la edad de los toros, con 85 dosis para
toros de 24 meses de edad y 137 dosis por eyaculado para toros de 18 meses
de edad en la raza bovina Serrana de Teruel. También hay que considerar que
en la raza Serrana de Teruel la concentracion espermatica en las dosis
seminales es de 25 x 10° esp/dosis, frente a los 40 x 10° esp/dosis utilizados en

las dosis de la raza ML.

Los disparidad de valores encontrados entre los diferentes donantes de
la misma raza podria explicarse con los trabajos de Haugan et al. (2005) y Al-
Makhzoomi et al. (2008), en los que se realizaron sendas revisiones sobre los
efectos del semental, época de extraccion, raza, medios utilizados en la
congelacion, etc. sobre los indices de fertilidad, y en los que se encontraron

sensibles diferencias significativas entre individuos.
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5.2. Experiencia 2. Valoraciéon de la calidad del semen congelado y
recongelado

5.2.1. Motilidad individual y porcentaje de espermatozoides vivos en

semen congelado y recongelado

Uno de los parametros mas importantes de un analisis seminal es la
motilidad espermatica, que medida de forma subjetiva por una persona

experimentada supone un meétodo barato y eficiente (Hidalgo et al., 2005).

El valor promedio obtenido en la raza ML para la motilidad individual en
semen congelado fue de 4’08; para el semen recongelado sometido a un
proceso previo (CT) fue de 2'93, y para el semen recongelado al que no se le
realizo tratamiento previo (ST) de 3'58. Por otra parte, los promedios referidos
al semen congelado, recongelado CT y recongelado ST para el parametro

porcentaje espermatozoides vivos fueron 60, 21 y 39'3%, respectivamente.

Segun Sanchez et al. (1992), los valores hallados para la motilidad
individual en el 1° y 2° eyaculado de semen fresco de toros de razas
autoctonas en peligro de extincion fueron de: 1’96 y 2’80 para la raza Alistano
Sanabresa; 1'87 y 2’63 para la raza Cachena; 2’02 y 2'88 para la raza
Caldelana; 2’17 y 2’87 para la raza Vianesa; y 2’28 y 2’90 para la raza
Sayaguesa. Por otra parte, en la raza ML se encontraron valores promedio en
semen congelado de 4'08. No se tienen datos de valores de semen fresco para
esta raza porque la extraccion se practica en la granja de origen, careciendo
estos lugares de medios adecuados, por lo que solamente se realiza un
acondicionamiento eficaz y el transporte del semen al laboratorio para su
posterior congelacion. A pesar de tratarse de valores referentes a semen fresco
por una parte, y de semen congelado por otra, siguen siendo bastante mejores
los resultados obtenidos en el caso de la raza ML. Para esta raza se
obtuvieron, ademas, valores promedio de motilidad espermética en semen
recongelado ST de 3’58, y para semen recongelado CT de 2’93, siendo este
altimo valor mas cercano a los referidos por Sanchez et al. (1992). Por otro

lado, para la raza Marismefia se encontré un valor promedio para la motilidad
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masal de 3’66, aunque la motilidad individual y masal no son comparables

entre si, aportan informacién sobre la actividad del semen recolectado.

Muifio et al. (2009), dentro del estudio de caracterizacién del semen de
toros en la raza Asturiana de los Valles, encontraron unos valores de
porcentaje de espermatozoides vivos en semen recién extraido sin congelar del
94'7%. Por otra parte, el valor medio hallado en la raza Marismefa fue del
77'31% (Vallecillo, 2011). Como ya hemos indicado anteriormente, en la raza
ML, los valores obtenidos fueron 21, 39'3 y 60% para semen recongelado CT,
recongelado ST y congelado, respectivamente; lo que nos indica que este
altimo dato con respecto al semen congelado es inferior a los hallados para
semen fresco en las razas Asturiana de los Valles y Marismefia y que los
valores para semen recongelado CT y ST son sensiblemente inferiores debido
a los procesos a los que este tipo semen es sometido.

Como resultado final a la descongelacion de las dosis seminales se
obtiene una pérdida de vitalidad y motilidad esperméatica, aumento de
morfoanomalias, dafio en acrosomas y pérdida de fertilidad (Chauhan et al.,
1994, Correa et al., 1996).

Los datos de motilidad espermatica en bovino obtenidos por Arav et al.
(2003) tras la descongelacion del semen recongelado muestran unos datos de
50% frente a un 75% para el congelado, resultados muy proximos a los

obtenidos en el presente estudio.

Los resultados reportados sobre semen crioconservado por Anzar et al.
(2002) para el porcentaje de espermatozoides vivos en la especie bovina
fueron del 80-90%. En nuestro caso, los valores obtenidos para este parametro
fueron menores para todos los toros estudiados y en todos los métodos de
congelacion utilizados, obteniendo unos valores maximos y minimos para el
semen congelado del 65 y 50%, para el semen recongelado ST de 58’75 y
21'25%, y del 50% y 4'75% para el semen recongelado CT. Estas diferencias

podrian ser debidas a la calidad seminal inicial en el semen fresco, a una
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cuestién racial, e incluso a la consanguinidad existente entre los sementales

sometidos a estudio.

Hollinshead et al. (2004b) efectuaron un estudio en el que se incluye la
investigacion del efecto del procesamiento antes de la recongelaciéon
espermatica en la especie bovina sobre las caracteristicas espermaticas in
vitro. Uno de los pardmetros que evaluaron fue el de la motilidad. Los
espermatozoides preparados para el sexado incrementaron su motilidad tras el
mismo Yy mantuvieron alta motilidad y velocidad tras la incubacion,
recongelacion, descongelacidén e incubacion. Mencionan, ademas, en uno de
sus estudios que algun componente del proceso de centrifugacion podria
afectar de forma negativa la congelacion de espermatozoides bovinos, causado
por una disminucion en la motilidad. Dentro de los ensayos realizados en la
raza ML, también se realizaron dos centrifugaciones previas a la realizacién de
la recongelacion CT. La realizacion de este proceso podria ser la causa de la

baja motilidad espermatica obtenida tras la recongelacion espermaética.

Saragusty et al. (2009) realizaron la congelaciéon y recongelacion
espermatica en semen de toro Holstein, y los resultados que obtuvieron sobre
el parametro motilidad espermatica para la doble congelacion fue inferior
significativamente a la obtenida para la congelacion. También hallaron
diferencias significativas entre los sementales cuando se evalué la motilidad a
la descongelacion tras la congelaciéon convencional (50-80%) y congelacion
doble (20-40%). Estos datos concuerdan una vez mas con los encontrados en

nuestro trabajo.

Underwood et al. (2009a) llegan a la conclusion, tras un estudio en
semen bovino, de que mientras que el semen que ha sido sexado mejora la
funcionalidad del semen congelado, la recongelacion espermatica produce una
disminucién en la motilidad espermética; hecho que vuelve a confirmar

nuestros resultados.

En los trabajos realizados por Arav et al. (2002) en los que se llev6 a

cabo la congelacion de grandes volumenes de semen mediante una técnica
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novedosa, se obtuvieron unos resultados de motilidad espermatica de 75 + 5%
tras la 12 congelacion; y de 50 £ 5% tras la 22 congelacion espermaética.
Disminucion en la motilidad espermatica que también se produce tras la

recongelacion espermatica de dosis seminales en toros ML.

Underwood et al. (2010b) apuntan a que la baja fertilidad del semen
recongelado podria ser debida a la disminucion de la motilidad espermatica y
su velocidad, lo que reduciria el n°® de espermatozoides viables presentes en el
oviducto en el momento de la ovulacion. Estudios in vitro realizados
previamente por estos mismos autores, para conocer la funcionalidad
espermatica del semen congelado-sexado y recongelado en bovinos mostraron
una reducida motilidad (Underwood et al., 2009a). Por otro lado, en el ensayo
realizado por Saragusty et al. (2009) se obtuvieron resultados de motilidad
espermatica post-congelacién superiores a los obtenidos tras la recongelacién
espermatica, tras lo cual, se realiz0 1A en varias vacas y novillas utilizando
ambos meétodos y empleando el semen de cuatro sementales, no hallandose
diferencias significativas en los porcentajes de prefiez, salvo en uno de los
toros, si se comparaban ambos métodos de congelacion. Estos resultados
contradictorios sugieren que tienen que ser otros aspectos los que se

encuentren implicados en la baja fertilidad del semen recongelado.

McCue et al. (2004b) realizaron un experimento en el que se recongelo
semen equino, obteniéndose unos resultados de motilidad espermatica que
pasaron de 642% en la congelacion a 457% tras la recongelacion
espermatica, experimentandose asi una disminucion en la motilidad
espermatica, al igual que sucede en nuestros ensayos. En un segundo
experimento llevado a cabo por estos mismos autores, en el que se congeld y
recongelé semen bovino, se observd que el semen congelado presentd una
motilidad sustancialmente mayor que la obtenida tras descongelar semen
recongelado, resultados que se ajustan a los nuestros en el caso de algunos

toros ML utilizados en este estudio (McCue et al., 2005).

Estos mismos autores, en un estudio sobre semen equino, observaron

que la motilidad espermatica disminuyé significativamente de valores de 91'8 +
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3'1% antes de la congelacion, a 64’2 + 7'7% después de la 12 congelacion, y
45'7 + 104% tras la recongelacion. Este estudio demuestra que la
recongelacion espermatica en la especie equina conserva aproximadamente el
70% de la motilidad tras la 12 descongelacion. Ademas, llegan a la conclusion
de que la dilucion del semen antes de la recongelacién espermatica podria
permitir la redistribucién de una Unica pajuela de 0'5 ml en cientos de pequefas
pajuelas para su futuro uso en reproduccién asistida (McCue et al., 2004b).

También se ha realizado la recongelacién espermatica en macho cabrio,
llegando a la conclusién los autores de esta experiencia, de que el semen de
macho cabrio puede ser sometido a una doble congelacion sin presentar
disminucién en la motilidad espermatica (Carwell et al., 2010), hecho que se

contrapone a los resultados obtenidos en la especie bovina.

En la especie humana, un estudio realizado por Bandularatne y Bongso
(2002) sobre congelacion y recongelacion de semen demostré que no hubo
diferencias significativas en los porcentajes de motilidad, porcentaje de
espermatozoides vivos y morfoanomalias. Sin embargo, si que se constatdé una
significativa reduccién de la motilidad y del porcentaje de espermatozoides
vivos entre cada descongelacion. Este semen recongelado, hasta en dos
ocasiones, fue capaz de fecundar mediante ICSI ovocitos de hamster. Estos
resultados coinciden con los nuestros, tanto por la bajada en la calidad
espermatica entre la 12 y 22 descongelacion, como en la capacidad fecundante
de los espermatozoides tras la recongelacion espermatica, aunque en nuestro
caso se trate de IA. Estos datos coinciden con los obtenidos por Kelly et al.
(2010), en los que tras la recongelacion de espermatozoides humanos, también

se experimentd una disminucion significativa en la motilidad espermatica.

Otro estudio realizado en espermatozoides humanos utilizo la
recongelaciéon empleando N,L (Sidney y Sandro, 2004). Los resultados que se
observaron en parametros como motilidad y porcentaje de espermatozoides
vivos fue una significativa bajada en la calidad de los mismos entre la 12 y 22
descongelacion, lo que confirma una vez mas nuestros resultados, a pesar de

no tratarse de la misma especie ni de igual proceso de congelacion seminal.
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Verza y Esteves (2004) efectuaron un trabajo sobre la viabilidad de la
recongelacion de espermatozoides humanos mediante la utilizacion de NL,
observando una significativa bajada en la calidad espermatica entre la 12y la 22
descongelacién. La motilidad total pas6 de 42% a 22'5%, la motilidad
progresiva de 34% a 9'5% Yy el porcentaje de espermatozoides vivos de 45% a
20%. En otro trabajo sobre recongelacion en semen humano, se observé que la
motilidad experimenté una disminucion importante con cada descongelacion
(Leffler y Walters, 1996). En nuestro estudio, los datos que obtuvimos referidos
a motilidad individual y porcentaje de espermatozoides vivos siguen la misma
tendencia a los obtenidos por Verza y Esteves (2004), es decir, los valores
derivados de las recongelaciones fueron peores que los obtenidos de la
congelacion. Coincidiendo también los resultados de este estudio con la
disminucién de la motilidad tras la recongelacion espermatica encontrada por

Leffler y Walters (1996) en semen humanao.

5.2.2. Test de resistencia espermatica en semen congelado y recongelado

Un estudio realizado por Underwood et al. (2009a) sobre las
caracteristicas del semen congelado bovino tras el sexado, recongelacion y
descongelaciéon (0, 2 y 4 h post-descongelacién a 37°C) o post-sexado a 15 6
37°C durante 30 y 24 h, respectivamente, fue comparado con el semen
congelado-descongelado no sexado y con semen no sexado bajo dos
procedimientos de crioconservacion (0, 2 y 4 h). El semen congelado-
descongelado y sexado mantenido a 15 6 37°C tuvo mayor motilidad
progresiva, velocidad, funcién mitocondrial, viabilidad e integridad del acrosoma
que el grupo gue fue congelado y no sexado, aunque con analoga motilidad a
las 0 y 2 h de incubacion. En nuestro estudio sobre la resistencia espermatica
para el estudio de la motilidad individual y el porcentaje de espermatozoides
Vivos, se observd que para cada uno de los sementales analizados, el tiempo
(h) que resistieron los espermatozoides con relacion a estos parametros fue
menor cuanto mayor fue el dafio recibido, resultado coincidente con el obtenido
por Underwood et al. (2009a).
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En el trabajo realizado por Saragusty et al. (2009), en el que se realizo
un estudio sobre congelacion y recongelacién de semen de toros de raza
Holstein, se mantuvo el semen a 37°C durante 3 h, obteniendo unos resultados
de motilidad a las 0 h para semen congelado de 61'79%, y 33'21% para el
semen recongelado; y unos resultados de motilidad a las 3 h de incubacion a
37°C para el semen congelado de 50'57% y 22'14% para el semen doblemente
congelado. Asi, los resultados obtenidos muestran una disminucion en los
porcentajes de motilidad espermatica para semen recongelado, tanto para la
motilidad a las 0 h como a las 3 h. En los resultados que se obtuvieron de en
nuestro estudio para el test de resistencia espermatica a 37°C para la motilidad
individual, los valores para semen congelado fueron mayores que los obtenidos
para semen recongelado (ST y CT). Por otra parte, los resultados del test de
resistencia muestran que la disminucion en la motilidad individual es
directamente proporcional al tiempo de incubacion, lo que ocurre también con

la recongelacion, al igual que los resultados de Saragusty et al. (2009).

Por otra parte, en un estudio realizado por De Graaf et al. (2009) en
semen de carnero en el que se compardé semen sexado a partir de semen
fresco y semen sexado a partir de semen congelado, y que posteriormente fue
recongelado, resulté en una marcada disminucién de la motilidad, viabilidad,

integridad del acrosoma y actividad mitocondrial tras 6 h de incubacién a 37°C.

En nuestro trabajo, los resultados obtenidos en cuanto a resistencia
térmica a 37°C respecto al parametro motilidad individual en semen congelado,
fue que éstos permanecieron moviles un maximo de 9 h (ML3) y un minimo de
4 h (ML2 y ML11). Para los espermatozoides recongelados ST, se hall6 una
duracion maxima de 8 h (ML3) y minima de 3 h (ML11). Y por ultimo, los
espermatozoides recongelados CT permanecieron moéviles un maximo de 5 h
(ML3) y un minimo de 1 h (ML2 y ML11). Estos resultados presentan igual
tendencia que los reportados por Underwood et al. (2009a), Saragusty et al.
(2009) y De Graaf et al. (2009), en cuanto a la disminucion en la motilidad
espermatica en el tiempo, aunque también se observa una disminucion
progresiva de la duracion de la motilidad espermatica cuanto mayor es el

tratamiento al que han sido sometidos los espermatozoides.
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Del mismo modo, los resultados de resistencia térmica para el
porcentaje de espermatozoides vivos resulté seguir el mismo patron de
comportamiento que para el parametro motilidad individual, obteniéndose en el
caso de semen congelado una duracion maxima de 9 h (ML3) y minima de 3 h
(ML2). Para el semen recongelado ST una duracion maxima de 8 h (ML3) y
minima de 3 h (ML11), y por ultimo, para semen doblemente crioconservado
CT se observé un maximo de 5 h (ML3) y un minimo de 1 h (ML2 y ML11). Asi,
podemos confirmar la disminucién de estos dos parametros seminales bajo
condiciones térmicas en el tiempo y bajo la influencia de determinados

tratamientos por los que los espermatozoides resultan claramente afectados.

5.2.3. Estudio de la integridad de la membrana espermatica en semen
congelado y recongelado

Es conocido que durante la crioconservacion se producen una serie de
hechos perjudiciales para la célula espermatica, tales como la formacion de
cristales de hielo o la variacion en la presion osmética (Mazur, 1984a,b). Sin
embargo, se han descrito otros factores que también resultan perjudiciales
como son los dafos oxidativos, la fase de transicion en el plasmalema, los
envejecimientos prematuros, los cambios en la capacitacion (Watson, 2000), el
aumento en la proporcion de espermatozoides con acrosomas dafiados
(Medeiros et al., 2002), ademas de alteraciones en la membrana plasmética;
todos ellos en su conjunto afectan a la integridad y viabilidad del

espermatozoide (Martin et al., 2004).

Los espermatozoides de carnero (Hollinshead et al., 2004a; De Graaf et
al., 2009) y de toro (Hollinshead et al., 2004b) pueden ser congelados, sexados
y recongelados, y aun asi mantener la integridad funcional de la membrana
(Underwood et al., 2008), lo mismo ocurre en la especie caprina (Carwell et al.,
2010), resultados que no coinciden con los de nuestro trabajo, puesto que la
integridad de la membrana se ve disminuida cuando el semen es congelado

por una 22 vez.
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Por otra parte, en otras especies como en la equina también se ha
estudiado la viabilidad de la membrana espermatica en semen recongelado
encontrandose una disminucion de esta viabilidad tras la 22 congelacion
espermatica medida mediante tincion con IP (McCue et al., 2004a), resultados

gue coinciden en este caso con los referidos en nuestro estudio.

La integridad funcional y estructural de la membrana espermatica puede
ser evaluada mediante fluorocromos, lo que facilita la prediccion de la

capacidad fecundante de un eyaculado (Vallecillo, 2011).

De los resultados de nuestro estudio se deriva que la integridad de
membrana, analizada mediante tincion E-N e IP, resulta menos dafada en el
caso del semen congelado, seguido del semen recongelado ST, en todos los
toros estudiados. La recongelacion espermatica CT produjo un dafio de
integridad de membrana mayor que la congelacion y la recongelacion ST, de lo
que se deduce que el aumento en el porcentaje de espermatozoides con
membrana dafiada fue mayor cuanto mayor fue el tratamiento al que fueron

sometidos los espermatozoides.

5.2.4. Estudio de los acrosomas en semen congelado y recongelado

El acrosoma, como es sabido, es fundamental para la fecundacién, pero
puede llegar a presentar alteraciones severas durante los procesos de
refrigeracion, congelacion y descongelacion. Asi, se ha descrito que una alta
proporcion de dafios en el acrosoma suele estar acompafiado de una baja
fertilidad (Pefa y Linde-Forsberg, 2000). Segun Martin et al. (2004), la reaccion
acrosomica es uno de los mayores dafios que se producen dentro del proceso
de crioconservacion espermatica. Cuando Saacke y Marshall (1968) realizaron
el estudio de semen congelado e incubado a 37°C llegaron a la conclusion de
gue existia una mayor relacion entre el n° de acrosomas intactos y la fertilidad

que entre esta Ultima y la motilidad.

En nuestro estudio, los valores promedio para el porcentaje de

acrosomas con membrana dafiada fue de 38'56% para semen congelado,
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58'65% para semen recongelado CT y 49'11% en semen recongelado ST. Asi,
el rango de valores encontrado fue de 44 - 23% para semen congelado; 80’3 -
32'7% para semen recongelado CT y 76’6 - 22% para semen recongelado ST.
Underwood et al. (2009a) obtuvieron unos valores de integridad del acrosoma
para semen bovino recongelado y sexado tras incubacion de 4 h a 37°C
bastante altos (77'5+1'3%). En nuestro estudio, de forma general, el porcentaje
de acrosomas dafiados experimentd un aumento tras la recongelacion
espermatica, mayor cuanto mayor fue el tratamiento al que fueron sometidos
los espermatozoides, a excepcion del toro ML9, en el que el porcentaje de
acrosomas integros fue mayor en el caso del semen recongelado. Estas
diferencias se podrian explicar por el proceso de sexado, ya que segun estos
autores, no disminuye el porcentaje de acrosomas integros tras la

recongelacion espermatica (Underwood et al., 2009a).

En posteriores estudios realizados por Underwood et al. (2010b),
también obtuvieron en semen de toro doblemente congelado, unos valores
aceptables de acrosomas con membrana integra. De hecho, se realizé un
analisis seminal in vitro en el que se llevé a cabo la recongelacién espermatica
del semen que habia sido sexado, observandose que la mayoria de las
caracteristicas seminales analizadas habian experimentado un descenso, a
excepcion de la integridad del acrosoma y la funciébn mitocondrial. Estas
diferencias con respecto a nuestros resultados, podrian ser explicadas por las

diferentes condiciones de manejo.

En un ensayo realizado por Hollinshead et al. (2004a), en el que se
realizé recongelacion espermatica de carnero, se encontrd que los acrosomas
intactos hallados en el semen que fue sexado y recongelado fueron menores.
Del mismo modo, en un trabajo llevado a cabo por estos mismos autores en
semen de toro, en el que también se realiz6 sexado y recongelacion
espermatica, se obtuvo una similar proporcion de acrosomas intactos en

comparacion con el anterior estudio (Hollinshead et al., 2004b).

De forma general, podemos decir que la proporcion de espermatozoides

con acrosomas dafados fue menor en el semen congelado que en el semen
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recongelado, siendo mayores los dafios provocados en el semen recongelado
CT, a excepcion de ML9, en el gue no se observé incremento en el porcentaje
de espermatozoides con acrosoma daflado. La baja proporcion de
espermatozoides con acrosoma dafiado, que difiere de nuestros resultados,
podria ser debido al proceso de sexado espermatico al que son sometidas

todas las muestras seminales en los trabajos anteriormente citados.

5.2.5. Estudio de la cromatina espermatica en semen congelado y

recongelado

En los estudios realizados por Kelly et al. (2010) para conocer el efecto
de la congelacion-descongelacion repetida sobre la fragmentacion del ADN
espermatico humano, se vio que la fragmentacion del ADN fue aumentando
conforme se realizaban cada uno de los ciclos de congelacion; sin embargo, las
muestras a las que no se les aplicO manipulacion alguna después de cada
ciclo, obtuvieron resultados mucho mejores que aquellas muestras que si
resultaron manipuladas. Podria decirse que al igual que en nuestro trabajo, se
realizd una recongelacion CT y otra ST. Sin embargo, a diferencia del trabajo
realizado por Kelly et al. (2010), en cada uno de los ejemplares en los que se
realizd6 nuestro estudio, no se encontraron variaciones significativas en el
porcentaje de espermatozoides con cromatina dafiada entre semen congelado
y recongelado, tanto si éste fue CT 6 ST, lo que podria explicarse si
suponemos que el tratamiento al que fueron sometidos los espermatozoides en
el estudio de Kelly et al. (2010) resultd6 mas agresivo que el que utilizamos

nosotros, ademas de tratarse de espermatozoides de especies diferentes.

Los resultados de nuestro trabajo en cuanto al dafio producido en el
ADN espermatico, estudiado mediante tincion de azul de toluidina, en semen
congelado y recongelado, no presentan diferencias significativas en cuanto a
los valores hallados entre las congelaciones y las recongelaciones para cada
unos de los sementales empleados en nuestro estudio. De hecho, los

promedios de todos los valores en cada toro resultan ser muy similares.
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5.2.6. Estudio de morfoanomalias espermaticas en semen congelado y
recongelado

Uno de los principales estudios que ha de realizarse a un eyaculado
para conocer su calidad espermatica es el morfoldgico, que esta basado en la
relacion directa que hay entre la proporcion de espermatozoides anémalos, el
tipo de anomalia morfolégica y su relacion con la fertilidad in vivo de los
sementales (Hidalgo et al., 2005).

Segun los datos estudiados sobre formas anormales en el semen
congelado y recongelado perteneciente a toros de raza ML, la media de los
valores maximos encontrados fueron 10'31% para semen congelado, 7'87%
para semen recongelado CT y 8'45% para semen recongelado ST. Ademas,
las formas anormales mas frecuentes han sido las “colas en latigo”, con un
valor medio para todos los toros estudiados de 10'31% en semen congelado,
6'68% en semen recongelado CT y 823% para semen recongelado ST. En
menor medida se encontraron “cabezas sueltas”, “colas sueltas”, “colas en

ovillo”, “cabezas dobladas”, “microcabezas” y “cabezas redondas”.

Ruiz et al. (2007) apuntan que cuando el semen presenta mas de un
15% de anormalidades morfolégicas en los espermatozoides, la fertilidad
disminuye. Los porcentajes obtenidos para la raza ML han sido inferiores a los
descritos por estos autores como valores negativos, tanto para el semen

congelado como para el recongelado.

Segun Verza y Esteves (2004), durante el estudio de la recongelacion en
espermatozoides humanos mediante N,L, el porcentaje de espermatozoides
con morfologia normal tanto en la 12 como en la 22 descongelacion fue del 5%.
Los resultados en el toro ML también muestran, en la mayor parte de los casos,
gue no existen diferencias relevantes en cuanto a porcentaje de
morfoanomalias encontradas entre la congelacibn y la recongelaciéon
espermatica para cada uno de los sementales utilizados, salvo en uno de los
sementales estudiados (ML3). Los datos aportados respecto al porcentaje de

formas anormales por Muifio et al. (2009) para toros Asturianos de los Valles,
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fueron de un 9'7%. Los resultados obtenidos para la raza ML muestran valores

gue se aproximan a ese dato.

Por otra parte, en la especie caprina se ha estudiado la morfologia de las
células espermaticas tras un doble ciclo de congelacién espermatica, no

encontrandose cambios en este parametro (Carwell et al., 2010).

Soderquist et al. (1997) obtienen unas medias de porcentaje de
morfoanomalias en semen fresco que oscilan entre 6 y 8'3% en toros lecheros
de raza sueca. Ademas, sefialan que en esta raza, la mayor cantidad de
formas anormales estaban en la cabeza (6%), y del resto de las anormalidades
(de cola, pieza media, gota citoplasmatica) se obtuvieron valores medios de 1-
2%. Segun nuestros datos, el porcentaje de morfoanomalias fluctia entre 0 y
16'62%, respectivamente; ademas de corresponderse el valor maximo con
anomalias asociadas a la cola del espermatozoide, lo que difiere de lo
encontrado por Soderquist et al. (1997). Esto podria explicarse por las
diferencias raciales y sobre todo, a que en el toro ML los valores se refieren a
semen congelado y recongelado, lo que explicaria el aumento en el n® de

anomalias espermaticas encontradas.

Por otra parte, Evans y Maxwell (1987) afirman que el semen no debe de
superar el 15-20% de formas anormales para ser considerado normal y
presentar buena capacidad fecundante. Oettlé (1993) también reporta que
cuando la proporcion de espermatozoides morfologicamente normales es
inferior al 60%, la fertilidad disminuye. Segun estas afirmaciones, nuestros
resultados son positivos, puesto que no se supera el 16'62% de
morfoanomalias, en el peor de los casos, mas adn si se tiene en cuenta que se

trata de un valor encontrado para semen recongelado.

Segun Barth et al. (1992) la fertilidad de los sementales no se ve
afectada negativamente si la proporciéon de cabezas sueltas es baja. Segun
nuestros resultados, los sementales ML5 y ML11 obtuvieron los porcentajes
mas elevados en esta anomalia espermatica; con valores para ML5 de 3'5% en

semen congelado, 9'25% en semen recongelado CT y 537% en semen
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recongelado ST. Para ML11, los datos fueron 10'5% para semen congelado,
7'37% para semen recongelado CT y 10'5% para recongelado ST. Aun asi, no
se trata de valores demasiado elevados, con un promedio para la
morfoanomalia “cabezas sueltas” de todos los sementales de 3'46% para
semen congelado, 4'2% para semen recongelado CT y 4'3% para semen
recongelado ST. En los resultados obtenidos para todo el estudio espermatico,
ML11 posee los peores resultados, lo que corroboraria lo propuesto por Barth
et al. (1992).

Alamo-Santana (2007) indica que el procedimiento derivado de la
técnica utilizada puede provocar anomalias como roturas en las cabezas y
colas, asi como formas anormales de los espermatozoides que pueden ocultar
el resultado real, obteniéndose asi un numero alto de morfoanomalias. En
nuestro estudio se realizan hasta dos centrifugaciones de los espermatozoides
para semen recongelado CT, no encontrandose diferencias significativas entre
los resultados obtenidos para semen congelado, recongelado CT vy

recongelado ST.

En estudios realizados sobre morfologias seminales en toros de
diferentes edades, se observo que la edad influia sobre las anormalidades
morfolégicas de los espermatozoides. De hecho, toros de 36 a 48 meses de
edad, considerados jovenes, segun Ruiz et al. (2010), presentaron una
morfologia espermatica de mayor calidad que la presentada por los
espermatozoides de toros de mas de 72 meses o menores de 36 meses de
edad (Vilakazi y Webb, 2004). En el ganado ML de este estudio no se han
encontrado diferencias en cuanto a la edad. Los toros considerados adultos y
los jovenes presentan valores promedio de alteraciones morfoldgicas en los
espermatozoides por debajo del 20%, existiendo ejemplares que presentan
alteraciones de colas en latigo, cabezas sueltas y colas en ovillo en mayor

proporcién, independientemente de su edad.

De forma global, podemos concluir que los porcentajes de
morfoanomalias obtenidos para la raza ML no resultan elevados dada la

consanguinidad de la raza, y que en general tampoco existen diferencias
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significativas entre los espermatozoides con formas anormales en semen
congelado, recongelado CT y recongelado ST, tanto en una determinada

morfoanomalia como dentro del mismo individuo.

5.3. Experiencia 3. Uso de la IA para la valoracion de la fertilidad de |

semen recongelado

El uso de la IA ha contribuido a la mejora genética, principalmente en las
razas ganaderas de interés productivo y econdmico. En el caso de las razas en
peligro de extincion, esta técnica ha jugado un papel determinante en su
conservacion y difusion. Pero para el éxito de la IA es necesaria una calidad
optima del eyaculado, de hecho, existe una correlacion entre la capacidad
fecundante real del semen y la calidad a nivel laboratorial del mismo, aunque
no se han realizado hasta el momento estudios suficientes como para
determinar que la calidad seminal nos asegure una gestacion viable (Vallecillo,
2011).

La utilizacion del semen crioconservado de razas en peligro de extincion
(en nuestro caso, doblemente congelado) para la IA de hembras pertenecientes
a razas de fomento, nos puede llevar a conocer la fertilidad real de nuestras

dosis recongeladas.

La investigacion mediante la utilizacion real de semen criopreservado
con hembras de poblaciones no amenazadas, puede jugar un papel crucial en
el conocimiento de la fertilidad real de nuestros Bancos de Germoplasma; de
esta manera, se puede conocer el estado de la fertilidad del semen de forma
actualizada, parametro que consideramos muy interesante a la hora de
desarrollar programas de recuperacion y multiplicacion de una determinada

raza en caso de catastrofe.
De hecho, Maxwell et al. (2007b) llegaron a la conclusion, segun sus

resultados, de que el semen bovino podia ser congelado y descongelado,

seguido de un nuevo ciclo de congelacion-descongelacion, ademas de la
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posibilidad de utilizar la recongelacion espermatica para la realizacion de
programas de IA.

El éxito de la recongelacion de espermatozoides de toro resultando en
hembras prefiadas tras la IA fue reportado por primera vez por Arav et al.
(2002), aunque no estudié la calidad seminal antes y después de la 22
congelacion. Estos autores realizaron la 1A de un grupo de vacas con semen
congelado y de otro grupo de vacas con semen recongelado, dando como
resultado del 1° grupo un ratio de prefiez de 45'5% (56/123) y de 44% (47/105)
para el 2° no resultando haber diferencias apreciables entre ellos. En nuestro
ensayo se obtuvo un 57'1% para la IA con semen recongelado de toro ML, dato
que supera al obtenido por Arav et al. (2002) y que podria explicarse por la

gran diferencia en el n° de hembras utilizadas para el ensayo.

Sin embargo, la primera vez que se tuvo constancia del nacimiento de
descendencia mediante IA con semen congelado-sexado-recongelado en la
especie bovina, fue a partir de un trabajo realizado por Underwood et al
(2010b), en el que se realizd la IA de varias novillas utilizando semen que no
habia sido sexado (control), semen congelado-sexado-recongelado y semen
refrigerado-sexado-recongelado, perteneciente a dos toros diferentes. Se
observé una diferencia significativa en el n°® de hembras gestantes obtenido
para cada uno de los toros, y también en la probabilidad de obtener
descendencia utilizando el semen no sexado (control) (57'4%) comparado con
el semen refrigerado-sexado-recongelado, y el congelado-sexado-recongelado
(4'1%). Los resultados demostraron que el semen sexado y recongelado era
capaz de fecundar in vivo, y que por tanto, podia ser utilizado para el sexado
espermatico cuando las instalaciones para llevar a cabo este técnica se
encontraran a gran distancia. Frijters et al. (2009) reportan que la baja fertilidad
hallada en dosis de semen que ha sido sexado podria ser debido a las bajas
dosis de semen utilizado para IA, ya que el semen que ha sido sexado tiene
una baja fertilidad. Este podria ser el motivo de la baja fertilidad obtenida
cuando se utilizaron las dosis sexadas y recongeladas, ya fueran provenientes

de semen refrigerado o congelado.
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De hecho, Underwood et al. (2010b) realizaron un ensayo en el cual
efectuaron IA de siete novillas con semen de toro sexado y recongelado,
obteniéndose la confirmacion de que una de las novillas estaba gestante
(14'3%) y produciéndose ademas, el nacimiento de un ternero; hecho que
podria crear con el tiempo una técnica rutinaria. Aunque este dato es inferior
con respecto al obtenido en este estudio con semen recongelado de toro ML,
nos indica que en cualquiera de las circunstancias de manejo seminal, se
puede obtener descendencia con unas precauciones minimas en la

manipulacion del semen.

Saragusty et al. (2009) realizaron la IA de 1836 vacas de la raza Holstein
con semen recongelado, obteniendo un porcentaje de hembras prefiadas del
28'05%. En nuestra experiencia, se inseminaron artificialmente siete novillas de
raza Frisona con semen recongelado proveniente de uno de los sementales
utilizados para este estudio. Al final de la experiencia, el porcentaje de novillas
que quedaron gestantes tras 60 dias post-lA fue de 57'1%. Aunque después
del 1° diagndstico ecografico de la gestacion efectuado a los 45 dias post-IA,
fueron detectadas gestantes 5 de las 7 novillas utilizadas para el estudio. Es
posible que fenbmenos de reabsorcion embrionaria se produjesen en este
intervalo de tiempo (de 45 a 60 dias). Ademas, otros autores han corroborado
la capacidad fecundante de los espermatozoides de toro recongelado mediante
FIV, obteniendo resultados satisfactorios (McCue et al., 2005), lo que reafirma
también los resultados positivos que hasta ahora se estan dando sobre la

recongelacion espermatica.

Underwood et al. (2010a) realizaron la 1A de novillas utilizando semen
recongelado previamente sexado, dando como resultado un pequeiio n°® de
hembras que quedaron gestantes. Sin embargo, no se llegd a producir ningin
nacimiento derivado de las IAs (Underwood et al.,, 2009a). Estos autores
explican este hecho sugiriendo que tras la 12 congelaciéon, aproximadamente la
mitad de la poblacién espermatica no sobrevive, mientras que el resto,
normalmente reduce su funcionalidad espermatica (Watson, 2000) debido a los
efectos negativos de la congelacidon-descongelacién sobre algunos parametros

necesarios para el éxito de la fecundacion (Celeghini et al., 2008; Watson,
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1995). El dafio producido aumenta si el semen es expuesto a una 22
congelacion, provocando mayor reduccion en la calidad de los parametros de
calidad seminal (Underwood et al., 2009a).

Schenk et al. (2009) sugieren que la IA tardia con semen sexado (18-24
h tras el comienzo de la ovulacion) puede incrementar el porcentaje de
gestacion comparado con IA 12 h después del estro, llegando a la conclusion
de que el semen bovino sexado podria tener una esperanza de vida funcional
menor que el semen bovino no-sexado. Teniendo en cuenta que el semen
recongelado tiene una baja longevidad in vitro, estos autores apuntan que
siendo asi, esta baja longevidad y velocidad esperméatica se podria compensar
mediante IA en el cuerno uterino, cerca del momento de la ovulacion o con la

IA de grandes dosis de esperma.

Underwood et al. (2010c) realizaron, en uno de sus trabajos, la IA de 7
novillas con semen sin sexar y congelado; otras 7 novillas con semen que fue
congelado, sexado y recongelado; y otras 7 novillas con semen congelado y
sexado; los resultados obtenidos fueron de 57'1% novillas gestantes y que
obtuvieron descendencia en el 1° caso (4/7); 14’3% para el 2° caso, y ninguna
novilla gestante tras el 3° tratamiento. Estos mismos autores apuntan que el
nacimiento de una ternera tras IA con semen congelado, sexado vy
recongelado, muestra posibilidades en el futuro, sin embargo, los dafios
producidos durante la 22 congelacion sobre la calidad espermatica reduce la
probabilidad de fecundacién bajo condiciones normales de campo. Sugieren
ademas, que la produccién de embriones in vitro podria ser una mejor
alternativa para la utilizacion de semen tan manipulado, incluso después de la
recongelaciéon espermatica, pues elimina el problema de la baja velocidad
espermatica, se necesitan pocos espermatozoides por ovocito y no existen
problemas derivados del transporte de embriones. Aunque, por otra parte, seria
interesante la utilizacién de la recongelacién espermatica tras el sexado si no

hay algun laboratorio cercano para la FIV.

Ademés de los mencionados anteriormente, segun Lopez-Gatius et al.

(2002), el progenitor podria ser uno de los motivos que podria llevar a la
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pérdida de la gestacion. Starbuck et al. (2004) encontraron incluso variaciones
entre los progenitores en la habilidad para mantener la prefiez. Del mismo
modo, Markusfeld-Nir (1997) encontré que algunos toros estaban relacionados
con los riesgos de pérdida gestacional. Por tanto, el proceso de doble
recongelacién espermatica podria aumentar el riesgo de pérdida embrionaria

tras IA con el semen de ciertos sementales (Underwood et al. 2009b).

Por otra parte, teniendo en cuenta que la congelacion espermatica
reduce la capacidad de fecundacion debido a la motilidad reducida y los
cambios en la capacitacion (Watson, 1995; Gillan et al., 1997), es de suponer
que la doble congelacion espermatica (y el sexado) podrian comprometer la
capacidad de fecundacion, y en el caso de que ésta sea exitosa, podria llevar a

un bajo mantenimiento embrionario (Underwood et al. 2009b).

Parecen existir diferentes respuestas ante los tratamientos que sufre el
semen entre distintas especies; ya que cuando se utilizd semen congelado,
sexado y recongelado de carnero con FIV (Hollinshead et al., 2004a) e IA (De
Graaf et al., 2007) se obtuvo fecundacién, obtencion de blastocistos y
descencencia, del mismo modo al conseguido por las muestras de semen
control en las que no se realizé sexado; demostrandose asi, que la poblacién
de espermatozoides que sobreviven al sexado y a la recongelaciéon
espermatica son capaces de fecundar y los embriones resultantes de mantener
la gestacion. Todo esto se explica por las diferencias en la funcionalidad
espermatica del semen congelado, sexado y recongelado de carnero con
respecto al de toro, que inicialmente puede residir en una diferencia entre
especies, aunque todavia se desconoce la razon especifica de las mismas (De
Graaf et al., 2009).
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Conclusiones

Los sementales bovinos donantes de la raza Murciano Levantina
presentan una alta variabilidad en cuanto a los parametros seminales
cuantitativos y de preparacion posterior de dosis fecundantes destinadas
al Banco de Germoplasma.

En la raza Murciano Levantina es posible realizar la recongelacion
espermatica, manteniendo valores de parametros seminales adecuados.

La inseminacién con semen recongelado permite alcanzar gestaciones.

Cuanto mas agresivo es el tratamiento realizado previo a la congelacion

y recongelacién, menor es la calidad espermatica.

Con las técnicas empleadas no se detectan dafos significativos en la
cromatina espermatica cuando se congela y/o recongela la célula

espermatica.

Las anomalias morfolégicas del espermatozoide no aumentan ni
disminuyen con la congelacion o recongelacion seminal. Siendo los
tratamientos y manejos seminales intermedios los que alteran el valor de

algun tipo de morfoanomalia.
El metabolismo energético medido por test de resistencia, se ve alterado
con la manipulacion de la célula espermatica bovina, esta alteracion

aumenta con el tipo de tratamiento.

La recongelacién seminal puede utilizarse para la prediccion in vitro de la

calidad del semen congelado.
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Resumen

La raza bovina Murciano Levantina (ML) se utilizaba para labores
agricolas por su aptitud de trabajo. Hoy se encuentra en peligro de extincion por
pérdida de utilidad ante la aparicion de maquinaria agricola. Los escasos
criadores gue la mantienen, no se dedican a la produccién de ganado bovino,
siendo los aspectos del folclore regional los que la hacen acorde con su aptitud

de traccion.

El Banco de Germoplasma de la raza se inicié en el afio 2000 y en la
actualidad hay 7280 dosis seminales congeladas y almacenadas en NaL,
pertenecientes a 13 toros ML, todos ellos muy emparentados. Con estas dosis
se atiende tanto a la conservacién in vivo, por cesién a los ganaderos y
obtencion de nuevos reproductores, como a la conservacion ex situ in vitro para
la futura reconstruccion de la raza en caso necesario; aunque el niumero de
toros es insuficiente, puesto que se requiere semen de 25 toros conservados in
vitro. El almacenamiento de dosis seminales es costoso por el aumento
continuo de los precios del N,L y actualmente existen métodos para disminuir
las necesidades de gametos masculinos; el sexado espermético disminuiria a la
mitad estos gastos, aunque posteriormente seria necesaria la recongelacion de

los gametos.

Los objetivos del presente trabajo son conseguir eficacia y eficiencia en
el semen recongelado, disminuyendo el numero de dosis seminales
almacenadas, que serian descongeladas del Banco de Germoplasma, y a las
que se les aplicaria un tratamiento similar al requerido por la tecnologia de
sexado espermético; siendo un objetivo derivado el estudio con técnicas
convencionales del semen recongelado y relacionar los parametros de calidad
seminal del semen recongelado con aquellos toros que alcancen mejores
valores de fertilidad con semen solamente congelado. Otro objetivo es poner a
punto una técnica de recongelacién que permita almacenar dosis seminales de

forma mas eficiente.
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Resumen

En este trabajo se han utilizado los datos procesados de dosis seminales
de 12 toros de esta raza y los espermatozoides congelados pertenecientes a 6
de esos toros. Los métodos de estudio del eyaculado y de las dosis seminales
son los convencionales para la especie bovina. Las técnicas de congelacion y
recongelaciéon utilizadas son las mismas que para el Banco de Germoplasma.
En las experiencias de aplicacion de frio, el semen descongelado fue sometido
a una recongelacion después de haber sufrido un tratamiento (CT), o bien
recongelado sin tratamiento (ST). Para conocer el valor de los parametros
estudiados han sido utilizadas técnicas de microscopia Optica y fluorescencia,
resistencia en bafo de agua termostatico, tinciones de E-N, IP, lectinas, azul de

toluidina e IA con semen redescongelado a siete novillas de la raza Frisona.

En el ganado Murciano Levantino existe variabilidad en los valores
promedio de calidad seminal entre los sementales, aunque esto no es debido a
la edad. Ademas, no existen diferencias resefiables en los valores promedio de
los parametros de semen procedente del primer y segundo eyaculado de cada
toro.

El andlisis de los resultados permite conocer el dafio en los
espermatozoides durante la recongelacion, siendo la calidad seminal en el
semen descongelado superior a la del redescongelado; con gran variabilidad
entre toros. Un semental presentd mejores valores para los parametros tras la
congelacion y redescongelacion, aunque en algun parametro no hubo
diferencias en ningun toro. Las anomalias espermaticas frecuentemente
encontradas fueron las “colas en latigo”, pero ligeramente inferiores en el

semen recongelado CT.

La inseminacion de 7 novillas Frisonas proporcioné un porcentaje de
fertiidad del semen recongelado ST del 57'1%, lo que concluye que la
recongelacién espermética se puede utilizar como técnica de prediccion de la

fertilidad y ser utilizada para la conservacion in vitro.
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Summary

The Murciano Levantina (ML) bovine breed used to be employed for
farming purposes because of their work aptitude. Nowadays, it is an
endangered breed because it is no longer used for the mentioned purposes due
to the arrival of technology and farming equipment. In addition, there are few
ML bovine breeders and this is not their main occupation. This breed is mainly

used during popular celebrations and festivals for transport.

The Germplasm Bank breed has been carried out since 2000 and
currently, there are 7280 seminal doses of 13 ML bulls with high consanguinity
among them. With these doses it is possible to carry out both in vivo
conservation, cession to the breeders and new breeding males; and ex situ in
vitro conservation for the future reconstruction of the race -if necessary.
Although the number of seminal doses may seem enough for the recovery of
the breed in the future, the number of bulls is not sufficient, because the in vitro
cryopreservation of spermatozoa belonging to, at least, 25 bulls is necessary.
The storage of seminal doses implies more maintenance costs because of the
continued increase in prices; currently there are some methods to reduce the
male gametes necessities; the sexing sperm could reduce in the middle these

expenses, although, afterwards could be necessary the gametes refreezing.

The objectives of the present work are to obtain effectiveness and
efficiency in refrozen semen, diminishing the number of frozen seminal doses
stored at the Germplasm Bank, which would receive a treatment similar to that
required by sexing technologies; being a derivative objective to study the usage
of conventional technologies of refrozen semen, connecting the refrozen
seminal quality parameters with the best fertility parameters in frozen semen.
Another goal is the development of a refreezing technique that allows the

storage of seminal doses more efficiently.

In this work we have used the processed data of seminal doses belonging
to 12 bulls of that breed and the frozen spermatozoa of 6 of those bulls. The
methods to study the ejaculates and seminal doses are the conventional ones

employed in bovine species. The freezing and refreezing techniques used are
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the same than those used for the Germplasm Bank. In the experiences with the
application of cold, the thawed semen was refrozen after undergoing a certain
treatment (CT), or it was refrozen without any treatment (ST). In order to know
the value of the studied parameters the following methods have been used: the
optical and fluorescent microscopy techniques, resistance in thermostatic water
bath study, eosine-nigrosine, PI, lectins (PNA) and toluidine blue stainings and

artificial insemination using refrozen semen in 7 Frisone breed heifers.

In the ML livestock there is variability in the seminal quality average
values among the studs, although this is not due to the bulls’ age. Additionally,
there are not important differences regarding the average values between the

first and the second ejaculation in each bull.

Statistical results permit to know the damage in spermatozoa during
recryopreservation, and it was observed that the seminal quality is higher in
frozen semen than in refrozen semen, with a high variability among bulls.
Among the bulls, one of them presented the best results in each parameter
studied after cryopreservation and recryopreservation, although there were no
differences among the bulls regarding some parameters. The most frequent
sperm abnormalities were the “tails in whip”, but they were slightly lower in CT

refrozen semen.

The artificial insemination of 7 Frisone heifers showed a percentage of
fertility with ST refrozen semen of 57'1%. These results conclude that the
refrozen semen can be used as a predictive technique of fertility, and thus, it

can be used for the in vitro conservation of the studied bovine breed.
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Abreviaturas

COREMUR: Asociaciéon para la Conservaciéon y Recuperacion de la vaca
Murciano Levantina.

CT: con tratamiento previo.

CIA: centro de inseminacion artificial.

CP: crioprotector.

CIDR: controlled internal drug releasing (dispositivo intravaginal para la
regulacion del ciclo estral en vacas).

DMSO: dimetil sulfoxido.

E-N: eosina-nigrosina.

Esp: espermatozoide.

Fig: figura.

FIV: fecundacion in vitro.

GANACULTURA: Asociacion para la Conservacion de las Tradiciones
Ganaderas de Murcia.

IA: inseminacion artificial.

INIA: Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria.
ICSI: inyeccidn intracitoplasmatica.

IMIDA: Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario.
IP: ioduro de propidio.

MIV: maduracion in vitro.

ML: Murciano Levantino.

n°: nimero.

N.L: nitrogeno liquido.

OPU: ovum pick up.

PNA: peanut agglutinin.

PIV: produccion in vitro.

REGA: registro de explotaciones ganaderas.

ST: sin tratamiento previo.

VA: vagina artificial.
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