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INTRODUCCTION

Debido a las caracter{sticas topogrificas, edfficas, cli-
méticas y de vegetacibén de la regidn noreste del pais, la ca=
pricultura ocupa un renglbén importante y un gran potencial den

tro de la actividad pecuaria.

Una serie de problemas han venido impidiendo el desarro—=
llc de la capricultura en su forma Optima, entre los que se =
pueden citar; problemas en la tenencia de la tierra, falta de
creditos, exesivo intermediarismo entre el producto y el consu
midor, bajos precios por los productos finales (leche y carne),
falta de asistencia técnica, problemas con enfermedades fata

les al negocio y baja produccidn lecheras.

En lo que respecta a los dos (Qltimos problemas antericr——
mente citados (sanitarios y baja produccién)e. Surge la insemi

nacidédn artificial como una alternativa de solucién.

Por medioc de la inseminacién artificial se ejerce un con=-
trol directo en la prevencién y diseminzcibn de enfermedades
vencreas, asl como la introduccién de material genftico de al-

ta calidad en cuanto a produccién.

La inseminacidn artificial en la especie caprina no ha
tenido el desarrollo que ha tenido en otras especles debido a
que los caprinos no ocupan un lugar muy importante en los pa-

ises cientificamente desarrclladoss.

El pPrimer paso a dar en investlgacibén scbre procesamiento



de semen caprino es la busqueda de diluyentes adecuados para

el mismoe.

La finalidad del presente trabajo consiste en evaluar -
tres niveles de tempoeratura y tiempo al descremado de leche
fresca de bovino a utiligarse como diluyente gue proporcione -

las mejores condiciones para sobrevivencia del esperma caprino.



REVISION DE LITERATURA

Caracteristicas Reproductivas de la egpecie caprina.

Los éqﬁidos, las especies peleteras, la oveja y la cabra
sblo se aparean en general, durante una determinada &poca del
afilo, ¥ se conocen com¢ animales "poliestrales estacionales™,
Dentro de estas especies animales las de gestacibén corta se —
aparean, en general, al principio de la primavera, y las crias
nacen durante el perfodo de primaverawverano del mismo afio. -
Las que tienen una gestacidén de 5 a 6 meses (dentro de los que
se encuentra la cabra) se aparean en otofio y el parto ocurre

en primavera. {(Yates, 1967).

Una serle de investigaciones han demostrado que la lug =
diurna (la cual tienen variaclones estacionales) es el factor
mis importante, y que actla a través de un complicado mecanis-
mo en el que estd implicado el ojo {(Thomson, 1951), las vias
nerviosas cerebrales (Clark et al., 1938), el hipotflamo y la
hipbfisis (Green y Harris, 1949). El resultado final es la re-
gulacién adecuada de la secrecidn de gonadotropinas, todos -

ellos citados por Yates, (1967).

El primer empadre de las hembras puede realizarse entre
los 6 y 7 meses de edad, con 30 y 35 kg. de peso vivo, cuando
la alimentacidn y manejo son buenos. Se recomienda deshacerse
de las hembras mayores de 6 y 7 aflos ya que a esa edad la fer-
tilidad decrece. Las hembras presentan celo con intervalos de

18 a 21 dias y una duracibn de 24 a 36 horas; las cabras de -
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clertas razas presentan celo durante todo el afio, mientras -
que las hembras de otras razas solamente lo presentan durante
una estacidn determinada, esto esta relacionado con el origen

de la raza y el némero de horas luz por dfa.

La ovulacidn ocurre al final del estro, se recomienda rea
lizar la monta a las 12 horas de haberge iniciado el celo. El
primer celo desples del parto se presenta a los 2 o 4 meses.
Un 20 o 40% de las cabras no quedan gestantes despiies del pri-
mer servicio, en promedio se necesitan 1.5 servicios por pre—

fez. La prefiez normal dura entre 145 y 153 diase.

Cuando el manejo es adecuado, los sementales pueden ser
usados desde los 8 meses de edad, esporfdicamente. Por ejemplo,
para un grupo de 6 hembras a la vez. Cuando el macho tiene. un
afic de edad puede servir a 15 cabras. Sin embargo algunos ca-
britos ya son fértiles desde los tres meses de edad (Koeslag,

1983).
Ingseminacién Artificial.

La accidn de depositar el semen en los drganos genitales
femeninos por medio artificlales, se le da el nombre de insemi

L]

nacién artificial (Sorensen, 1982).

En 1977, Johan Hamm, un estudiante, y Anton van Leeuwen—-
hoek, su maestro, descubrierdn los espermas bajo un rustico mi
croscopio, Las diminutas cé&lulas espermaticas fuerédn descritas

como "animalejos". 100 afios m&s tarde, Lazarro Spallanzini, un



fisiblogo Italiano, llevd a cabo experimentos con anfibics y
subsecuentemente reportd un grupo de tres cachorros producto de

la inseminaciédn artificial de una perra.

Los primeros estudios serios sobre inseminacidn artificial
fuerbn llevados a cavo en Rusia por Elias Ivanoff. Ivanoff ex-
tendid el trabajo a caballos y perros, y fue el primeroc en usar
subsecuentemente la inseminacidn artificial en vacas y ovejas.
Tan extensa fué la aplicacibn de la 1.A. por Ivancff y sus ayu
dantes que los rusos inseminard4n cerca de 100,000 yeguas, -
1,200,000 vacas, y 15,000,000 de borregas en 1238, el afc en el
cual fué organizada la primera asociacién de cria artificial en

vacas en los Estados Unidos (Cole & Magnar, 1974).

El 1fquido fecundante recogido por un procedimento espe--

cial, sufre una previa dilucidn apropiada y conveniente, de tal

——

forma que el producto de una sola eyaculacidn es suficiente

para la Inseminacibén de un nimero mis elevado de hembras (Deri

vaux, 1976. Leroy, 1974).

-

Las ventajas de la inseminacidn artificial son muchas,

dentro de las principales tenemnos

.~ Incrementa el uso de reproductores de alta c&lidad ge-

nética.

=5 un medio adecuado para el control de enfermedades

-
vencrezse

Se determina ripido el valor genético de los sementa-

les.
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o= ES una solucliédn a los problemas de consanguinidad.
+= Reduce los costos y por lo tanto eleva las utilidades.
+= Facilita el manejo de los registros.

{ Herman, 19723 Acker, 1977; Derivaux, 1976 ).
L.as desventajas para el uso de la I.A. son las siguentes:

«=~ EB8 necesario personal capacitado.

= 81 no se usan animales con cllidad genética probada,
pueden causar un deterioro en la produccién de atajos
de buena c&lidad, |

«e El descuido en el control de enfermedades de los semen
tales puede redundar en una propagacldn de &stas.

«= El porcentaje de concepclones es menor que en monta =

natural. ( Derivaux, 1976; Ensminger, 1973 ).

La inseminacién artificial en cabras no ha pasado afin de

su fase experimental en los Estados Unidos (Perry, 1973),

Las tecnicas usadas en la ingeminaciédn de cabras son simj
lares a las tecnicas usadas en vacas e identicas a las de ove
jas. Resultados con semen liquido indican que del 65 al 75 %
de las cabras quedan inseminadas al primer servicio, los resul

tados para semen congelado son similares (Herman, 1972),.

Altas fertilidades con inseminacién artificial em cabras
han sjido reportadas, con tazas de concepcién en un rango de 92

a 97% (Rosenberger, 1944; Wagner, 1949; Schimidt et al., 1950),



del misino modo Blokhuis (1957) obtuvd 48 a S1 4 de prenss con

una sola insewinacidn Guha et al. (1951) obtuvd 78 % do pre-

ez a la primera inseminacibdn. Setinski (1556) obtuvé una tasza
de conhcepeibn de 55.5% a la primera inseminacidn y un total de
76.1 #. En el Centro de Inseminacibn Artificial de Rouille, =
Francia, 700 cabras fueron servidas artificislmente en 1961 y
1962 con una taza de concepcidén del 65 % (Dzulk, 1962). Todos

elles citados por § {(Perry, 1973}.
Semen,

El semen consiste esencialmente dez espermatozcoides sus-
pendidos en un liquido semigelatinoso o medio cenocido como
plasma seminale. El esperma se produce =2n el testiculo paro el
[rlasma es la mezcla de las secreciones de las glandulas sexua-

15 accesorias.

El plasma seminal tiene un PH alrededor de 7.0 y una pre=
sion osmotica similar a la sangre (equivalente a 0.9% de clo—--—
:uro de soudiol). El semen contieﬁe algo de buffers de citrato y
bicarbonato pero no son suficientes parca mantcner un PH por la
gran formacidn de &cido lictico el cual se forma de la utiliza

cibén de la fructucsa del plasma por el espermatozoolde.

£l plasma seminal tlen: un gran interes “ioquimice por sus
inusuales cumponentes érganicos‘(por e jemplo, fructuosa, acide
citrico, soriitol, inositol, glicerilfsforil :clina vy Cr=——
gotioninal. Mucoproteinas, peptidos, aninoclci cos libres, lipi-~

dos, &cldos grasos, vitaminas y varledid e er.nlmas pueden es-—



tar presentes en el piasma scminal d: algunas especles.

La velocidad del esperma varia con el medio y la tempera-
tura pero es del orden de 100a., por segundo a 37%. La motild

dad del esperma probablemente juega un papel importante en el

encuentro final de los gametos, Y en general, existe una buena

correlaclidn entre la motilidad y la capacidad fertilizante

(Hafez, 1574).

Las propiledades fisicas y quimicas del diluyente, el gra-
do de dilucidn y factores como la temperatura y la luz son im-
ortantes en el manejo y almacenaje del semen porque afectan
la sobrevivencia del esperma " in vitro " (Parkes, 1960; Mann,

1964), citados por {(Hafez, 1974).

El rango del semen eyaculado por un chivo varfa de 0.5
a 240 mleos &l promedio es alrededor de 1.0 mle. El nlmero de
espermatazooides por milititro varia mucho en rango de 1.0 =
3.0 billones. E1 semen de chivo es blahco, cremoso & color li-
mone. La viscocidad varia de délgado a gruesoc, dependiendo por

regla de el nlmero de espermatozooides presente. Bl espermato-

zoolde de chivo tiene una gran motilidad (Herman, 1974).

Dentro de los factores que influyen en la cantidad y ca-
lidad del semen se encuentran; la estacidn, la edad, la raza

y diferencias individuales (Gall, 1981).

Métodos de coleccidn de semen.

El semen puede ser obtenido por cualquiera de estos tres



9.""

métodos; vagina artificial, estimulacibn electrica, coleccidn

de la vagina de una cabra cservida naturalmente. De los tres md
todos antes mencionados, la vagina artificial es el método mis
recomendado para =1 uso rutinaric de semen a procesarse por ob

tenerse &ste sin contaminar y de el modo mis parecido al natu-

ral.

El semen obtenido por estimulacién electrica es usualmen-
te mis bajo en nimero de espermas y mis delgado que el obteni-
do por vagina artificial. &1 aparato para cstimulacidn electr
ca es ihcomodo ¥y requiere destreza en su uso y casi esta res-
tringido a laboratorio y programas de investigacidn {(Herman,

1974),

Recientes avances en anatomia (Richter, 1959; Calislar,
1966; Wrobel, 1969, 1970, 1971; Starflinger, 1972) y fisiclo=-
gia (Becket et al., 1572, 1975; Igboeli, 1974} de el tracto r::
productivo del macho han hecho a las técnicas electroeyaculato
rias mds adaptadas a la anatomia y fisiclogla especifica del

macho caprino (Gall, 1981)

El semen obtenido por medio del electrocyaculador contie--
ne una mayor cantidad de plasma seminal, lo cual reduce la re-
sistencia de los espermatozooides al choque térmico, a la vez
que disminuye la taza de scbrevivencia desplies del descongela-

do (Quinn et al., 1968; Entwistle y Martin, 1972).

Las tasas de concepcidn al primer servicio son 17% mis ai

tas cuandc el semen es coloctado usando vagina artificial vy
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que é&ste tienen una densidad doble que el obtenido por electro
eyaculacibdn. E1 volumen y la motilidad eran los mismo por am—
bos metodos (Salomon y Morrat, 1963). Eh contraposicibén a lo
anterior Lapwood gt al., (1972), no establecen una diferencia
en fertilidad entre semen colectado por vagina artificial y -

zlectroeyaculadore.

Los principales inconvenlentes de la vagina artificlal -
radlcan en el hecho de que los machos a utilizarse deben ser
previamente entrenados desde la pubertad y de que también es

un método que esta condicionado a la libido de los animales -

(Gall, 1981).

El intervalo entre colectadas de semen se recomienda que
sea de 24 horas de preferencia no mis de dos veces el_ mismo
dia. Machos Alpinos eyaculando una vez al dia durante la é&poca
de apareamiento tuvlieron una produccidn seménal de aproxima--
damente 25 blllones de espermatozooldes (Cortell, 1968) en

(Gall, 1981).

Evaluacibn de Semen.

El método mfs utilizado, y probablemente el mejor, para
juzgar la cdalidad de un semen consiste en medir su motilidad
observando al microscopio una gota de la muestra sin diluir -
colocada en un portacbjetos calentado a 37°c. Los productos —
de alta cdlidad muestran una intensa turbulenciaj; los esperma
tozooldes son indistinguibles individualmente {(objetivo 10x),

pero se observan "ondas™ de actividad que se suceden con ra-
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pidez, Los grados inferiore: de calidad se caracterizan por su
ceslvas disminuciones de la frecuencia e intensidad de las on-
das, hasta llegar a la ausencia de ondas, pero con movimientos
individuales de la células cspermiticas, y finalmente a la au=

sencia de todo movimento. (Yates, 1967).

Podemos agrupar los mé:odos de cvaluacidn de semen enj ma
croscopicos y microscopicos. Dentro de los primeros se encuen-
tran : volumen, color, apariencia, consjstencia o viscosidad y
pilsy en cuanto a los microscopicos los mfs comunes son: Motili
dad de masa & gencral, movimento rectilinco progresivo 8 moti-
lidad individual, concentracibén y % de espermatozooides anorma
lese Otras pruebas mfs sofisticadas de la calidad del semen -
comprenden; prueba de tincldn diferencial entre espermatozooi-
des vivos y muertos, choque frio, tozas de reaccidn, reducciér

de azul de metileno y prueba de incubacién (Herman, 1974}.

La estimacidn de la motilidad es subjetiva, Yy esta influcn
ciada-pdr algunos factores como la temperatura y la densidad -
de la preparacibén. Tanbién por lo mismo no pueden compararse -
los resultados de un técnico a otroe. Inforturadamente, prueba:
mas objetivas, tales comc tincidn diferencial vivos-nuertos y
rpruebas bioquimicas son demasiado complicadas y consumidoras -

“e tiempo para ser practicas hoy en dia. (Perry, 1972).
Diluyentes de semen,

El esperma eyaculado no puede sobrevivir por largo perfo-

jos a mencos que clertos ag ntes le sean afiadidos. Los agentes
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gue constituyen un bucen medio de extencibn, ticenen las siguien
tes funciones : (a) proveer nutrientes como una fuente de ener
gias; (b) protejer contra los peligrosos efectos del ripido en-
friamento; (c¢) proporcionar una aceidn buffer que proteja de

105 cambios de pH; {(d) mantener la propia presibn bsmotica y -
el balance de electrolitos; (e) inhibir el crecimento bacteria
no; (£} incrementar el volumen inicial del semen de tal manera
gue pueda ser utiiizado en multiples inseminacionesjy y (g) pro

tejer las células espermaticas durante el enfriamiento ( Hafez,

1974 ).

El sema2n tiene la misma presién Ssmotica que los fluidos y
s2creciones del cuerpo comc el plasma sanguineo y la leche,
Los diluyentes deben scr formuladeos de tal manera que sean iscs
moticos con el seliens Para inhibir el crecimento de micro orge

nismos en <l semen, penicilina, estreptomicina, polimixina B

u otras combipaciones de antibléticos con amplio espectro son

anadidose.

El glicerol usualmente =s afadido para protejer los esper-

mas contra los efoectos letales del congelado (Perry, 1973).

Ninglin otro aspecto de la inseminacibn artificial ha sido
t .n intensam:nte estuciado como la formulacibdn de diluyentes -
para preservar €l esperma y prolongar su fertilidad (Salisbury

Y Rufener, 1972; Werrill, 1972) citados por (ilafez, 1974).

Los diluyentes para senen congelado de borregoy, cerdo y -

Caballe estan a nivel experimental (Hafez, 1974),



Panysevan (1940} citado por (Perry, 1973) establecid una
correlacidn directa entre el nmero Jde espermas introducidos vy

la taza de concepcidn (r » 0.8483 + 0.0777).

Los tipos de diluyentes mis utilizados son : (a) citrato
disminuido, (b) fosfato disminuido, (c) citrato-huevo y (d) di

luyente de leche (Torres, 1983).

En areas donde la refrigeracibn es poceo viable, el semen
puede ser almacenado a temperatura amblental por un perfodo de
tiempo limitadoe. En Nueva Zelandlia un diluyente llamado Capro-
cen (Shannon, 1968) es muy usado para diluir semen de toro du-
rante la &poca de monta, El cual consiste de citrato de sodio,
glucosa, glicina, glicerol, &cido caproico y agentes antibacte
rianos y es gaseado con nitrogenoc antes de su uso. Un diluyen-
te carbonato-yema {IVT) y leche de coco han dado fertilidades
satisfactorias con semen almacenado a moderadas temperaturas

ampbientales (Hafez, 1974).

Yoshioka et al. (1951) usando dos diluy.ntes para semén
de borrego y chive, cada uno de los cuales incrementd las ta-
zas de concepcidn de 56 a 65 %. Un diluyente consiste de dos
partes de 2 % de &cldo bérico (H3303) por volumen con una par-—
te de bicarbonato de sodlo (NaHCOa) al 1 ¥. Este fue afladido -
al semen en la taza de 1:3. El otro diluyente consiste de vo-
lumenes iguales de 0.3 % de sulfamerazina de sodio y 0.2 % de
homosulfamina. Bste fue disuelto en una solucidn de 5 % de ci-

trato de sodlo y la soclucidén fue afiadlida al semen en la taza de
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1.1« Con semen caprinc, Blokhuis (1962) establece en una prue-
ba préctica qﬁe las mejores tazas de concepcldn las consiguié
con citrato de sodic al 3.5 % con 5% de yema de huevo, citados

por (Perry, 1973).

Los diluyentes conteniendo yema de huevo han dado resulta
dos muy irrequlares en cuanto a fertilldad, porcentajes de con
cepcibn despues de una sola inseminacién en un rango de 5 al
85% y los resultados reportados nunca han podido ser repetidose.
La muy pobre fertilidad de los resultados obtenidos por insemi
nacién de semen caprino preservado en -un medio contenido yema
de huevo puede ser atribuido a las altas concentraciones de —e
Iysolecitinas, en el medio en que se encuentran las células -

espermiticas. Estas altas concentraclones son téxicas al esper

matozoolde,

Las Iysolecitinas resultan de la hidrolisis de las lecitl
nas de la yema de huevo a Iysolecitinas y &cldos grasos, 1la
hidrolisis parece ser llevada a cabo por una enzima secretada
en grandes canticades por las glandulas bulbouretrales del ma-

che caprino (Corteel, 1981) en (Gall, 1981).

Si el semen caprino es dilulido con diluyente de yema de
huevo, el esperma se inmobiliza despues de un corto perfodo de
tiempo (Roy, 1957)e. Un efecto similar es observado sl se 1le
afiladen Iysolecitinas a el semen de chivo y se ha obtenido 1la
conclusién de que esta sustancia es tbxica al esperma caprino,

y la cual es formada cuando el semen caprino es almacenado en
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un diluyente conteniendo yema de huevo (Aamadal, 1957) cita~-

dos por (Cole & Cupps, 1977).
Diluyentes en base a leche.

Los funclonarios del Departamento de Agricultura de los
Lstados Unidos definen la leche como "...la secrecién l&ctea -
completa y fresca, obtenide por el ordefio completo de una.o va
rias vacas sanas, excluyendo la obtenida 15 dias antes y 5 dias
despues del parto o el tiempo mis large que se considera nece-

sario para que la leche esté casi exenta de calostro".

La raza es el factor mis importante para el contenido de
grasa de la leche. Otros factores influyen en la composicidn
de la leche. Bntre ellos citaremos la constitucidn propia de la
vaca, la edad, la fase del perfodo de lactacibén, el pienso, el
estado de la vaca ai parir, que la leche proceda del ordeiio de
la maflana o de la tarde, el intervalo entre los ordeifios, las
variaciones durante el ordefio, el celo o estro y la exitacibn

del animal (Enciclopedia de¢ tecnologia quimica, 1966}

El punto de fusibén de las grasas l&cteas varia entre 28 y
35%°c. El tamafio de los glélulos de grasa varfia en las dliferen-
tes leches. La leche de las vacas Holstein y Ayrshire tilenen
los gldbulos de la grasa mis pequefios que los de las vacas Jer
sey y Guernesey. LOos glébulos de grasa estn rodeados por una
membrana formada por un l{pidoc, en gran parte lecitina, y una
protefna diferente de las otras protefnas de la leche (Campbell

& Marshall, 1975).

GU1733
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Tabla I. Valores miximos y minimos para los componentes de la

leche *

Componente Minimo Miximo
Grasa | 2460 8.37
Protefnas 2.44 6.48
Lactosa 2e4dl .11
Cenizas D.560 0.936
Total de sdlidos 10.56 17.90
t8lides no grasos 720 11.90
Densidad l1,0231 1.03

* Enciclopedia de tecnologia quimica (19e6}.

La leche contlene tres protefnas principales; casefna -
(3%), lactalublmina (0.5%), y lactoglobulina (0.05%).La casef-
na es una fosfoprotefna; la lactalbdmina y la lactoglobulina

son protefnas simples.

La lactosa, el azlcar de la leche es sintetizada en la -
gléndula mamaria. Es un disacérido compuesto de glucosa y ga--

lactosa.

Los componentes minerales de la leche varian entre 0.8 y
0.8 % de la leche. Bn general. las canizas de la leche se ca=--
racterizan por su contenidc elevado de calcio, potasio y fésfo

ro (Enc. Tec. Quimica, 1966).

Las enzimas presentes an la leche comprenden; fosfatasas,
esterasas, proteasas, catalasa, peroxidasa (lactoperoxidasal,

xantin oxidasa y otras comc¢ la alfa—-amilasa, aldolasa y la an-—
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Tabla II. Composicién de la leche del ganado vacuno de ragza

pura *
Raza Grasa Protefnas Lactosa Cenizas Total de soli
dos.
Holstein 3.40 3.32 4.87 0.68 12,26

*Enciclopedia de tecnologia quimica (1966).

hidrasa carbonica.

Dentro de las propledades fisicas de la leche tenemos
que su pH a temperatura de cuarto es entre 6.5 y 6.7, su den——
sidad 1,032, viscosldad 1.5 a 2.0 centlpoises a 20°c,-punto de
congelamiento entre -0,530 y ~0.550° c. y su punto de ebulli-

cidn a 100.5% (Campbell & Marshall, 1975).

El procedimento para la preparacidn del diluyente a base

de leche propuesto por Thacker y Alquist (1953) requiere un

adecuado calentamiento de la leche para destruir un factor, la
lactenina, la cual es t&xica al esperma. La leche puede ser;

fresca, pasteurizada, homogenlizada y leche desnatada.

Durante el procesado se callenta la leche en bafic maria
de 92 a 95°c por un tiempo de 10 minutos, se retira la nata,

se deja enfrlar a temperatura de cuarto y se le afiade el nivel

adecuado de antibibticos (Perry, 1973).

Melrose (1962) citado por (Perry, 1973) llewando a cabo

varios experimentos sobre la fertilidad en toreos en la tazas

de concepcién establece que la leche homogenizada resulté -

igual 6 mejor que el citrato-yema. La leche fresca desnatada
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fue igual al citrato-yema. Para toros los cuales su semen era
relativamente bajo en fertilidad cuando era diluido en citra--
to-yema (Dreher y Webb, 1953) y (Almquist, 1954) establecierén

que la fertilidad fue mejor al usar dlluyentes de leche, todos

ellos citados por (Perry, 1973).

La leche y tris=diluyentes con menos modificacliones han
sido usados para almacenar semen de otras especlies a 5% y aun
para congelarlo. BEn el método de congelamiento en pellets los
diluyentes con un alto contenido de azflicar son utilizados, la

lactosa generalmente es sustituida por rafinosa (Hafez, 13574).

El uso de diluyentes preparados con leche desnatada de va-

ca nunca ha resultado en baja fertilidad en semen caprino (Cor

teel, 1981) en (Gall, 1981).

El exltoso congelado de semen caprino y una deseable taza
de concepclibdn obtenida fué reportada a principios de 1962 por
el Dr. C.A.V. Barker y sus colaboradcres en el colegio de vete

rinaria de Ontario, Guelph, Ontario Canada (Herman, 1972).



MATERIALES Y METODOS

Materiales.

El material utilizado durante el trabajo experimental pue-
de agruparse del modo siguiente:
a) Material de preparacibn del diluyente.
e= 1 lto. de leche fresca de bovino (raza Holestein).
.= parrilla electrica.
.- 2 vasos de precipitado de 1000 ml.,, uno de 200 ml. ¥y
9 de 100 mla
o~ antibidtico (mezcla de penicilina y estreptomicina).
s~ Jjeringa de 1 ml. y aguja.
.= termbmetro para liquidos.
b) Materlal de extraccion de semen,
«= 1 semental raza la mancha de cuatro afos de edad, con
un peso de 55 kge.
«— electroeyaculador.
= jalea lubricante.
e= gasae
.~ tijeras.
.~ agua tibia.
+= papel secante.
.~ termdmetro para liquidos.
o= termo con agua a 37%
«— tubo de ensaye cbdbnicos graduados de 15 ml. (tubos co-
lectores).

.~ parrilla eléctrica.
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c) Material de evaluacién de semen,

-

‘-

microscopioce

porta objetds y cubre objetos.

pipetase.

hematocitbémetro.

pipeta de dilucidn para glbbulos rojosa
papel PH.

tintura de rosa de bengala.

¢} Material de dilucibn y almacenaje del semer.

Y

o -

- -

o V-

termo con agua a 37°c (conteniendo el semen colectado)
termbmetro para liquidos.

micropipetads R

9 tubos de gnuaye cbdnicos graduados cubiertos cocn pa-
pel secante y cinta adhesiva.

3 vasos de precipitado de 1000 ml.

4 ml. de cada uno de los 9 tratamientos del diluyente.
ampolletas.

gradilla para ampolletas.

refrigerador de tipo caserc.

e} Material de evaluacidn para obtencidn de resultados.

gy -

microscopio.

portasobjetos y cubreobjetos.

recipiente termico con agua a 35%.

pipetas

ampolletas cor el semen diluido de cada uno de los tra

tamientose
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Tratamientos

Los tratamientos generados por 108 3 niveles de temperatu-
ra Yy los 3 niveles del tiempo al descremado de la leche fueron

los siguientes :

I,I 3 descremado a 90% duranta 5 minutos.

I,2 descremado a 90°c durante 10 minutos.

descremado a 90°c durante 15 minutose.

1,3
2,1 3 descremado a 92.5% durante 5 minutos.
2,2 3 deacremado a 92.5% durante 10 minutos.
2+3 3 descremado a 92.5%¢ durante 15 minutose
3,1 s descremado a 95°¢ durante 5 minutos.

3,2 : descremado a 95%¢ durante 10 minutos.

LU B O T L B

343 & descremado a 95%¢ durante 15 minutos.

Metodos

£l material de cristal a utlilizarse fué previamente lavadeo
con detergente y emjuagado para posterlormente esterilizarse -
en agua destilada hirviendo durante 15 minutos, se enjuagd con

agua destilada, se escurrib Yy se secd con papel secante,

La leche a ser procesada se extrajo al azar de los tanques
de leche del establo de bovinos, ordefiada con media hora de an-—
ticipacibn, se colocd en un vaso de precipitado de 1000 ml. vy

se trasladd al laboratorio.

Utilizando una parilla eléctrica se procedié a poner en -

bafto marla para descremar la leche a 90°c, con un vaso de pre-



22.-

cipitado de 1000 ml. y uno de 200 ml.. De aqul se extrajeron

S0 mle de leche a los %, 10 y 15 minutos (removiendo la nata

que s¢ formaba en cada uno de estos tiempos) y se colocaron en
vasos de precipitado de 100 mle. cada uno de ellos. Se procedid

del mismo modo para el descremado a 92.5°C V4 95%°%.,

Ya que se obtuvicron los nueve tratamientos de la leche
se les afiadid antibidiico; una mezcla de estreptomicina y peni

cilina a una dosis de 500 U.I. de penicilina y 1 mge. de estrep-

tomicina por mililitro de diluyente preparado.

Inmediatamente se procedid a colectar el semen, el método

-

utilizado fué por medio del electroeyaculador, el semen fué
extrafdo de un sement:l raza la mancha de 4 afios de edad y un
peso de 55 kgey el tubo colector se cubrid previamente con pa-
pel secante y cinta adhesiva para evitar el contacto directo
del semen con la luz solar y se colocd en el termo con agua a
7% para que fuera adquiriendo la misma tenperatura que el seg

men al momento de colcctario con la finalidad de evitarle un
choque termico.

Una vez colectado el semen en el tubo colector, se depo-

sité inmediatamente en el termo con agua a 37%. y se traslad$

al laboratorio donde s¢ le hicerdn las siquientes ewaluacio--

nes; volumen, color, apariencia, PH, motilidad general, motili

dad individual, concentracidén y % de espermatozcoides normales.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla III.
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TABLA I1I. Resultados de la evaluacidn del semen utilizado.

Volumen : 1.3 mle. #Motilidad gral. : 3* % snormales : 4 %

Color : blanco Motilidad ind. : 3 PH 2 7.0

Aspecto : cremoso Concentracidn : 4,000 millones/ml. de
semen .

*Rango O-4

Una vez evaluado el semen y habiendolo encontrade apto pa-
ra el procesado se comenzd a diluirlo del modo siguente; de ca~
da tratamiento se depositardn por medio de una pipeta 4 ml. de
diluyente en su respectivo tubo de ensaye de 15 ml. y se colocs
rén los 9 tubos de ensaye con cada uno de los tratamientos en
el termo a 37°%¢ para uniformar la temperatura a la que estaba

c

el semen. Alrededor de los 5 minutos se procedid a fraccionar -

ia muestra de tal manera que todos los tratamientos tuvierén la
misma concentracibdn, como la muestra tenfa un volumen de 1 ml.
a cada tratamiento ie correspondié 0.11 ml. de semen y tomando
en cuenta que la concentracidn del semén fué de 4,000 millones
de espermatozocides/ml., por lo tanto a cada tratamienteo le co-
rrespondierédn 444.44 millones de espermatozooides que al ger di
luidos en los 4 ml. de cada uno de los tratamientos obtubierdn

una concentracidén final de 108.13 millones de espermatozooides

/l. de semen diluidoce.

Por medic de una micropipeta se depositd la cantidad de se-

men correspondient: a cada uno de los tubas do ensaye y se mez-—-

c1é por suave inversién del tubo.

Los tubos de ensaye conteniendo cada uno de los tratamien-
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tos 4 estaban cublertus con papel y cinta adiesiva para evi-—
tar la incidencia directa de los ravos de lu., al semen diluido,
inmediatamenrte se colocardn en vasos de proecipitade de 1000 mi.
con aglua a 37% para regular el lento decens: de la temperatu-
ra al ser colocado en el refrigerador a 5°C, evitando as{ un

choque térmico.

Al termino de 3.5 horas el semen adguirid una temperétura
e 5°C (la cual re tomaba colocando el termb eiro para ligui-
408 en el bafo de aguale En este momento se rocedid al llena-
do de las 4 ampolletas (repeticiones) para cada trata:iento,
21 llenado se hizbé a mano con pipeta y sin sacar los tubos ni

las ampolletas del refrigerador.

Les 4 ampolletas de cada tratamiento fueron colocadas en
una gradilla la cual se mantuve en el refrigzrador a una tempe

ratura de 5°C durante todo el experimentoe.

Ls obtencibn de resultados se llevd a cavo cada 24 horas
durante 4 dias u:ilizando como parémetro la motilidad general,

expresado en porcentaje de 0 a 100 %.

Para activar el rovimento de los espermas diluidos, se co
. O
locabfn laz ampolletas en bafio de agua a 35 C por 10 minutos

Yy se procedia a la evaluacibn.

Debido a que con la utilizacibn de diluyentes a base de -
leche es muy dificil observar los espermatozooides, la motill

dad general se evalud en base a la cantidad y fuerza del mov
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miento de los gl&bulos de grasa de la leche.
Disefic experimental

Para llevar a cabo el analisis estadistico se hizo necesa-
rio la transformacibn de las motilidades en porcentaje a angulos
Bliss (Chun, 1977). El trabajo se analizd con un disedo en blo-
gJes al azar con arreglo factorial 32, con 4 repeticiones para
cada tratamiento. Las comparaciones de mediag se hicieron por

el metodo de Tukey.

El modelo estadistice utilizado fue
Yijk = M + Bi + T°) + Tk + (TOxT)jk + Eijk
j. = 1,2'3,4'

15293,

(]
t

k = 1,2,3,
donde 3

vijk

Valor de la i, j,k-ezima observacidn
M = cfecto de la media

Bi

]

efecto de i-esino blogque (dia de observacién ).
Toj = efecto de la j-esima temperatura.
Tk = efecto del k-«esimo tiempo.
(T°xT)jk= efecto de la interaccibn,

Eijk & error experimentale.



RESULTADOS

La tabla IV, nos muestra lag motilidades que fueron repoc
tado las repeticiones de cada uno de los tratamlentos durante
el tiempo gue durd el presente trabajo. Como puede apreciarse,
a las 24 horas que se llevd a cabe la primera observacidn, los
tratamientos en los cuales la leche fué sometida a 10 y 15 mi-
nutos de descremado {(independientemente de su temperatura) ob-~
tuvierdn un ligero decenso en su motilidad mientras que los -
tratamientos a los cuales se les descrem$ durante 5 minutos
(independientemer te de su temperatura) cesaron su motilidad

por completo.

De esta obse¢rvacién (24 hrs.) en delantc, la tendencia -
muy similar de los 6 tratamientos que aln se encontraban mévi-
les (los sometidos a descremado durante 10 y 15 minutos inde--
pendientemente de su temperatural fue a disminuir su motilidad

en un 20 % cada 24 hrs.

Para llevar a cabo el anflisis estadistico de &ste traba-
jo se hiz® necesiario la transformacién de las motilidades en

porcentaje a grados Bliss (tabla V).

Los chlculos estadisticos realizados bajo un disefio en
bloques al azar con arreglo factorial 32 arrojaron diferencias
altamente significativas entre blogues (tabla VI). En cuanto
a tratamientos s encontraron diferencias altamente significa
tivas, siendo los mejores y sin diferencia estadistica entre

ellos los tratamientos (2,2}, (3,3), (1,2), (1,3), (2,3),(3,2)
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Tabla 1/, Motilidales en porcentaje observadas durante la
realizacién de el presente trabajo.

BLOQUES

Trate { Observaciones (%) )

I 11 III v

24 iirs. 48 hrse. 72 hrse. 96 hrs.

1,1 0 0 0 0
1,2 60 50 20 10
1,3 60 50 20 10
2,1 O 0 0 o
2,2 70 50 30 10
2,3 60 50 20 10
3,1 0 0] ¢ 0
3,2 60 50 20 10
3,3 70 50 20 10

Tabla V. Resultados de la transformacidn de la motilidades
observadas a grados Bliss.

BLOQUES

Trate { Obscrvaciones )

I 11 I1x iv

24 hrs. 48 hrs. 72 hrs. 96 hrs.

141 0 0 0 0
1,2 50.77 45 26.56 18.44
1,3 50.77 45 26.56 18.44
29l 0 c 0 Q
2,2 56.79 15 ‘ & M 18.44
2,3 50477 45 26.56 18.44
A | 0 0 0 0
3,2 50.77 45 26,56 1B.44
343 56.79 45 26,56 18,44
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vli. Anflisis de varianza para las motilidades reportadas
durante el trabajo experimental.

FoVe - S CeM. F.Cal.
Bloques 3 2,960.89 986.96 15.48%*
Tratamientos 8 10,384.62 1,298.07 20.36%*
Temperatura 2 6.697 3.348 0.052"8
Tiempo 2 10,353.29  5,176.64 81.20"*
{(Temp. x Tiempo) 4 24 .63% 6.158 0.096
Error 24 1,530.04 ©3.75
Total 35 14,875.55

CV = 33.295

** Efecto altamente significativo (p< .01)

* Efecto significativo (p < .05)
ns Efecto no significativo (p> .05)

Tabla

VII. Comparacidn multiple de medias por el método de Tu-
key para los 9 tratamiéntos. '

1ad SIS R < B
) % > (R [IR LN
b L") - - [ -

oW W RN W N

3

1,1

<

2,1

=<l

3,1

38,36 a

= 36.39
= 35.19
= 35.18%
= 35.19

Medias con diferentes letra son estadis-
ticamente diferentes (p<&£,.05)
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pero difefentes estadisticamente de leos tratamientos (1,1),

(2,1) y {3,1) segin las comparaciones de medias por el método

de Tukey (tabla VII ).

No se encontrardén diferencias estadisticamente significa-

tivas en cuanto a la temperatura de descremado.

Para los niveles del factor tiempo de descremado se encon

—

:rardn diferencias altamente significativas. Resultando ser
los mejores segin la comparacién de medias por el método de Tu

key y sin diferencla estadistica entre ellos, los descremados

durante 10 y 15 minutos. Pero estadisticamente diferentes a

descremar durante 5 minutos.

No hubo efecto de interaccidn entre el factor tiempo y tem

peratura del descremado.

El coeficiente de variacién resultd ser alto (33.295 %)

ppara ser un trabajo a nivel laboratorio.



D1 sCUSION

Afortunadamente sc puede ascgurar que durante la reallza-
cién de este trabajo, sobre evaluacidn de diferentes tiempos y
temperatura al descremado de leche fresca de bovino para utili
zarse como diluyente de semen caprino, no hubo factores exter-

nos gque afectaran los resultados.

Cabe mencionar que las motilidades obtenidas durante éste
trabajo parecen un poco bajas, sli consideramos gque otras prue-
bas en blanco que se realizaron arrojaban motilidades aproxima
das al 80% a las 24 hrs., 65% a las 48 hrs. y en general un po-
co mas altas que &ste trabajo. Esto es debido a las diferencias
individuales de c¢ada semental, pero es de suponerse gue la ter-
dencia general de los factores probados en el diluyente es 1d€£

tica en semen de buena, mediana y mala calidad.

Existe una diferencia palpable en los resultados obtenidos

entre las horas de observacidne.

El tiempo al descremado resultd ser el factor de mayor im-
portancia ya que independientemente de las temperaturas utiliza
das (900c, 92.5% Y 95%) al descremar durante 5 minutos resul-
ta insuficiente para inactivar el factor inhibidor para el es—-
perma contenido en la leche, mientras que al descremar durante

12 & 15 minutos este factor inhibidor queda anulado.

En cuanto a temperatura se observa que da el mismo resulta

do desnatar a 90%, 92.5°% & 95 para la sobrevivencia del es-
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perma caprino.

De los resultados obtenidos se observa claramente gue el
descremado durante un tiempo de 5 minutos resulta insuficiente
para inactivar el factor inhiblidor mientras que se descrema du
rante 10 & 15 minutos a una temperatura comprendida entre 90%c
Y 95°c este factor téxico queda inactivado dejando a la leche

apta para utilizarse como diluyente de semen caprino.

Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Almqulst
y Thucker (1953) citados por Perry (1973) los cuales trabajan-
do con leche fresca de bovino para dlluyente de esperma bovino
concluyeron que el descremado se hicleron en baifio maria a una

temperatura entre 92% vy 95% per un tiempo de 10 minutos.



CONCLUSIONES Y RECOMuNDACIONES

De la prueba llevada a cabo sobre la evaluacidn de diferen-

tes tienpos y temperatura de descremado de leche fresca de bovi

no para utilizarse como diluyente de semen caprino, se concluye

lo siguiente :

cual

le=

Existe una diferencia estadistica altamente significa-
tiva entre las cbservacliones a 24, 48, 72 y 96 hcoras.
Existe una diferencia estadistica altamente significa-
tiva entre los tratamientos comparados.

No existe diferencia en cuanto a efecto sobre la via-
bilidad de semen caprino entre desnatar la leche freg
ca de bovino a 90%, 92.5% 8 95%°c, para ser utilizada
comc diluyente.

Existe una diferencla significativa entre descremar la
leche fresc¢a de bovino, para utilizarse como diluyen-
te de semen caprino, durante 5 o 10 y 15 minutos. Sicsn
do inutil el tratamiento de la leche durante 5 minutos
y funcionande perfectamente durante 10 y 15 minutos.
La tendencia en los resultados debida al factor tempe-=
ratura del descremado de la leche fresca no se ve mo-
dificada por la presencia del factor tiempo de descre-

made y viceversa.

Se sugliere se sigan realizando trabajos similares para lo

se hacen las siguentes recomendaciones :

.~ Devido a que el coeficiente de variacién resulté bas-
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tante alto, se recomienda que en subsiguentes trabajos
de esta indole se tomen medidas para disminuirlo.

Poner especlal culdado en utilizar semnentales '"proba-
dos" ( en cuanto a calidad del scracn ) «n esta clase de
trabajos, nara evitar llegar a falsas conclusiones debi
das al uso de un semen de mala calidad.

Hacer una mezcla de el semen de varios sementales, en
esta clase de pruebas para obtener resultados represen-
tativos..

Se recomicnda se lleven a cabo trabaios con este dilu~-
yente con miras a utilizarse en el congelamiento de so-

men caprinoe



RESUMEN

La presente pruecba se realizd en el laboratorioc de Fisiolo=-

gia de la Reproduccién, de la Facultad de Agronomia de la U.A.

Marin, N.L., teniendo una duracidn de 6 meses, iniciandose el

10 de agosto de 1985. y terminandose el 10 de enero de 1986e.

Los objetivos de este trabajo fueron los de probar el efec-
Lo gque tienen la temperatura y el tiempo al descremado de la lg

che fresca de beovino, sobre la viabilidad de semen caprino di-

luideo en ellae.

Se utilizd un semental raza la Mancha para la extraccidn

del semen, empleandose un disefio estadistico en bloques al azar

con arreglo factorial 32, obteniendose nueve tratamientos con

cuatro repeticiones cada uroe.

Sa blogued en cuanto a hora de observacifn de obtencibn —
de resultados (24,48,72 y 96 hrse.) y se hallaron diferencias -

altamente significativas entre blogues.

Los tratamientos comparados fuerdn ; T, 4 (descremado a
?

0% durante 5 minutos), T, > (descremado a 90°c durante 10 mi
y =S

nutos), T (descremado a 90%c durante 15 minutos ), T .
1,3 2,1

(descremado a 92.5% durante 5 minutos Js T2 > (descremado a
¥

92.5% durante 10 minutos), s 5 (descremadoe a 92.5%c durante
139

15 minutos), T, 1 (descremado a 95%c durante 5 minutos), T3 5
| S y

(descremado a 95%c durante 10 minutos) y Tq H(descremado a -
N
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aQ .
95 ¢ durante 15 minutos). La recoleccién de datos fueron las =
observaciones al microscopio de una de lzs ampolletas de cada

tratamicento a las 24, 48, 72 y 96 hrie.

La variable a medir ful la motilidad gencral de cada una -

de las ampolletas de los tratamientose

Se encontrd una diferencia altamente significativa entre -
los tratamientos. Resultando ser los mejores y sin diferencia
nstadistica entre ellos los tratamientos; T (2,2), T (3,37, -
T (1,2), T (1,3), T (2,3) y T (3,2) pero diferentes estadisticg

mente a los tratamientos; T (1,1), T (2,1) y T (3,1).

Se recomienda seguir haciendo ma3 estudios tendiendo a la
utilizacibén del diluyente en base a leche de bovino con miras

a utllizarse en el congelado de semen caprinoO.
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