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CONSERVACION DE SEMEN CAPRINO EN LOS DILUTORES
CITRATO-YEMA Y LECHE-DESCREMADA YEMA

Lily Palomino T.!, José Camacho S.%, Wilfredo Huanca L.}
y Néstor Falcén P.*

Preservation of goat semen using yolk-citrate and yolk skim milk extenders.

Two in vitro extenders for dilution of goat semen, Yolk-Citrate (A) and Yolk-
skim milk (B), were evaluated. Semen was collected from four males using an artificial
vagina and kept at 30°C prior to and during dilution at 1/6 semen/extender. The resulting
solutions were stored at room temperature (20-26°C) and under refrigeration (4°C) for
96 hours. Sperm motility (0-5) and progressive motility (%) were determined at 6, 12,
24, 36,48, 60, 72, 84 and 96 hours. Semen with minimum motility values of 3 and 60%
progressive motility were considered acceptable. Atroom temperature, sperm dilutions
prepared with extender B were viable for up to 6 hours, while those prepared with A
were viable at 48 hours. Under refrigeration, the solution prepared with extender A
maintained good viability for 96 hours, while that prepared with B ceased to function
after 48 hours. Yolk-Citrate (A) is clearly the more effective extender for dilution of
goat semen, conserving spermatic viability for a longer period of time.
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Se evaludé dos dilutores “in vitro”; Citrato-Yema (A) y Leche Descremada- Yema
(B), como dilutores de semen caprino, conservando las diluciones a temperatura am-
biente (20-26 °C) y temperatura de refrigeracién (4°C), hasta las 96 hrs. post-dilucién.
Se seteccionaron 4 machos para la coleccién de semen, por el método de la vagina
artificial. El semen se mantuvo a 30°C antes y durante la dilucién. Se utilizé un factor de
dilucién de 1/6 de semen y dilutor respectivamente. Las diluciones fueron evaluadas
considerando; motilidad masal (0-5) y motilidad progresiva (%), como parimetros
para determinar la viabilidad espermaitica, a las 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 hrs.
post-dilucién: Semen con valores iguales o superiores a 3 de motilidad masal y 60 % de
motilidad progresiva fueron considerados como muestras viables. La dilucién con B a
temperatura ambiente mostré viabilidad hasta las 6 hrs. post-dilucién, a esta misma
temperatura la dilucién con A mantuvo su viabilidad hasta las 48 hrs. post-dilucién.
Conservando a temperatura de refrigeracién la dilucién con B conservé su viabilidad
espermadtica hasta las 48 hrs., mientras que la dilucién con A mantenida a esta misma
temperatura, aiin mostraba buena viabilidad espermatica a las 96 hrs post- dilucién. De
los resultados obtenidos se determiné que la solucién A es mejor dilutor, porque con-
servo la viabilidad espermdtica por mas tiempo.
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La inseminacién artificial (IA), una de
las biotecnologias de gran relevancia que se
viene desarrollando desde hace varios afios

y que permite un rapido avance genético, con
el mejor aprovechamiento de los sementales
de caracteristicas productivas superiores. El
éxito de la IA depende en gran medida del
desarrollo de diluyentes satisfactorios para
el semen, el cual debe incrementar el volu-
men de un eyaculado, proteger a los esper-
matozoides durante el enfriamiento y prolon-
gar su vida con un minimo efecto sobre la
fertilidad.

La IA en caprinos es limitado en com-
paracién con otras especies, debido entre
otros factores a la dificultad para congelar y
descongelar el semen, ya que algunos
diluyentes pueden resultar téxicos para los
espermatozoides.

Actualmente en el mercado existe un
nimero variable de diluyentes comerciales,
como; el Illini variable temperature (IVT),
Laiciphos, caprogen, entre otros, pero den-
tro de los mas aplicables y efectivos, consi-
derados asi por diversos autores, tenemos a
los dilutores citrato-yema y leche descrema-
da-yema.

Los dilutores conteniendo yema de
huevo son beneficiosos en la preservacion
de la fertilidad de espermatozoides, en la pro-
teccién contra el shock por frio y variacio-
nes de temperatura de conservacion, por las
lipoproteinas y lecitinas contenidas en la
yema de huevo. La leche descremada usada
como dilutor también protege del shock por
frio a los espermatozoides manteniendo su
fertilidad, debido a la caseina presente en la
leche (Cole y Cupps, 1977).

Este trabajo tuvo por objetivo evaluar
“in vitro” la eficiencia de la solucién citrato-
yema y leche descremada-yema, como
dilutores de semen caprino, siendo someti-
dos a T° ambiente (20-26.4°C) o refrigera-
cién (4°C). La eficiencia de los dilutores se

determiné a través de la evaluacién de la
motilidad masal y progresiva de las células
espermaiticas, hasta las 96 horas post-diluci6n.

La preparacién de los dilutores y eva-
luacién del semen diluido en las soluciones
citrato-yema y leche descremada-yema se
realizé en el laboratorio de Reproduccién de
la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos. La Granja Modelo PRO-CABRA, pro-
porcioné los machos reproductores de los
cuales se obtuvieron las muestras de semen.

Se seleccionaron cuatro machos de los
cruces Anglo Nubia x criollos, con edades
entre los 18 a 24 meses. La obtencién del
semen se realizé con vagina artificial dos
veces por semana durante dos semanas,
obteniéndose en total 16 eyaculados. La va-
gina artificial se mantuvo a una temperatu-
ra interna de 42°C - 45°C; el tubo colector
graduado en mililitros y estéril se mantuvo
a 37°C para evitar el shock por frio de los
espermatozoides. Inmediatamente después
de recogido el semen se procedié a la eva-
luacién del volumen, densidad, color, pH,
concentracion espermética y motilidad
masal, para luego ser diluidas con citrato-
yema y leche descremada-yema, mantenidas
en bafio marfa a 37°C, en una dilucién de
1:6 de semen y dilutor respectivamente
(Simon, 1981), equivalente a 0.1 ml (3 gotas)
de semen y 0.6 ml de dilutor.

El color del semen se valoré en el mis-
mo tubo de coleccién. El pH se midi6 con el
papel tornasol, el cual varié de 6.6 a 6.8. El
volumen se midi6é directamente en el tubo
graduado de coleccién. La concentracién
espermatica se determiné con una dilucién
de 1 en 300 en solucién salina al 3% con
formaldehido, para inmovilizar a los
espermatozoides, y la lectura se realiz6 con
la camara de Neubauer. La motilidad masal
del semen obtenido se estimd en base al vi-
gor de la onda de movimiento.
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Después de diluido el semen, se eva-
lué a las 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96
hrs. la motilidad masal, el porcentaje de
espermatozoides vivos y el porcentaje de
motilidad progresiva. Para la evaluacién del
semen puro se utilizé la escalade 0 a5 y
para el caso del semen diluido la escala del
0a 100% (Evans, 1990y Salina et al., 1988).
El porcentaje de espermatozoides vivos, pre-
via coloracién con Eosina-Nigrosina (Tizol
et al., 1991), se determino observando al mi-
croscopio a 40X, 10 campos al azar, eva-
ludndose un total de 100 espermatozoides, y
para la evaluacién de la motilidad progresi-
va se colocé una gota de semen en una li-
mina porta objeto, limpio y mantenido a 37°,
al microscopio se observé a un aumento de
40X, en 10 campos al azar. En cada campo
se evalud la motilidad de 10 espermato-
zoides.

La preparacién del dilutor Citrato-
yema descrito por Simon (1981) se realiz6
de la siguiente manera:

Citrato de Sodio 29¢g
Agua bidestilada 100 cc
Penicilina 500,000 Ul
Estreptomicina 2g

De esta solucién se tomé el 80% y se
le adicion6 20% de yema de huevo. El pH
del dilutor preparado vari6 de 6.6 a 6.8.

En la preparacién del dilutor leche
descremada-yema se utiliz6 leche descrema-
da liquida comercial, el cual se colocé en
bafio maria sometiéndolo a una temperatura
de 92- 95°C durante 10 minutos, después
de enfriar a temperatura ambiente se proce-
di6 a filtrar para eliminar la espuma y las
natas.

Leche descremada 25 ml

Penicilina (solucién) 0.25ml
Estreptomicina (solucién) 0.125 ml

De esta solucién se tomo el 80% y se
le adicion6 20% de yema de huevo.
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La dilucién del semen se realiz6 indi-
vidualmente de tal manera que en cuatro
viales se depositd tres gotas de semen/vial
de un eyaculado, en dos de estos se adi-
cionaron 0.6 ml del dilutor citrato-yema/vial.
Uno de estos viales se conservé atempera-
tura ambiente por un periodo de 96 horas y
el otro se conservd a esta misma tempera-
tura sélo por una hora y luego fue sometido
a 4°C hasta las 96 horas. Los otros dos via-
les restantes con semen, fueron diluidos con
leche descremada-yema en la misma propor-
ci6n que la dilucién anterior, y conservados
de igual manera.

A través del andlisis de tiempo a un
evento (Curva de Kaplan Meier), se deter-
miné en que tiempo la motilidad progresiva
de las células espermiticas llegé al 60%, con-
siderando el andlisis de cada eyaculado en
forma independiente. Utilizando las variables:
dilutor, animal, dia de muestra y temperatura
para el andlisis de regresion de Cox, se de-
terminé las variables estadisticamente signi-
ficativas, que intervienen sobre la viabilidad
de los espermatozoides del semen caprino.

De los dilutores evaluados se obtuvo

mejores resultados con el dilutor citrato-
yema, sometido a 4°C, a comparacién de la
leche descremada-yema, siendo el tnico
dilutor que mantuvo un promedio del 60%
de motilidad progresiva de los esperma-
tozoides a las 96 horas post- dilucion.

El anilisis estadistico empleando las
curvas de Kaplan Meier (Figuras 1, 2, 3 y
4) y la prueba de regresién de Cox deter-
minaron que existia diferencias estadisti-
cas significativas para el efecto del dilutor
(p=0.0000) y temperatura (p=0.0000). Las
variables dia de muestreo (p=0.7909) y ani-
mal (p=0.4904) no ejercen ningin efecto en
el modelo de regresién de Cox.
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La comparacién de ambos diluyentes
a diferentes temperaturas, evidenci6 una cla-
ra superioridad del citrato-yema como
dilutor de semen caprino a diferencia de la
leche descremada-yema, pero sobre todo
cuando el semen diluido con citrato-yema
es conservado a 4°C. Estos resultados fue-
ron muy influenciados por las variables: tem-
peratura y dilutor.

El semen diluido y conservado a tem-
peratura ambiente dio resultados poco favo-
rables. La conservacién de semen a esta tem-
peratura con el dilutor de leche descremada—
yema no superd las 6 horas post-dilucién,
mientras que con el dilutor citrato-yema la
viabilidad espermitica se mantuvo hasta un
periodo de 48 horas post-dilucién. En gene-
ral la conservacién del semen diluido a tem-
peratura ambiente, siempre tendrd menor du-
racién que a temperatura de refrigeracién,
debido a que la tasa metabdlica tiende a ser
proporcional a la temperatura absoluta, acu-
muléndose con mayor rapidez los productos
toxicos.

La disminucién de la temperatura ha
sido el medio principal para reducir las reac-
ciones quimicas y prolongar la vida de las
células espermadticas. El semen caprino di-
luido y conservado a una temperatura de 4°C
dio mejores resultados, manifestado por una
motilidad progresiva superior al 60% a las
96 horas post-dilucién, debido a que se pro-
longa la capacidad de fertilizacién de los
espermatozoides al reducir su movilidad y
reacciones metabdlicas, ademis de limitar
la multiplicacién de la flora microbiana de
aparicién secundaria mientras que con el
dilutor leche descremada-yema la regular
viabilidad espermdtica no superé las 48 ho-
ras post-dilucién.

La dilucién de semen caprino conte-
niendo citrato-yema proporciond mejores re-
sultados tanto a temperatura ambiente como
en refrigeracién a comparacién de la leche
descremada-yema, donde la viabilidad

espermadtica no superd las 48 horas en nin-
gdn caso. Similares resultados han obtenido
diversos investigadores con el uso de leche
descremada como dilutor de semen caprino,
donde las dificultades fueron generadas por
la interaccién del plasma seminal con los
fosfolipidos existentes en dicho dilutor: Nunes
(1980 y 1993), Memon ez al. (1985),
Hellemann et al. (1992), Pellicer et al.
(1997), Pellicer (1998) y Chemineau et al.
(1999) han revelado que la lipasa bulbo uretral
es la responsable del deterioro de los
espermatozoides. Por otro lado Simon
(1981), Salisbury et al. (1982), Bonadona
(1986) y Evans (1990) manifiestan que el
empleo de la leche de vaca descremada y
esterilizada, como dilutor de semen, no da
siempre resultados uniformes, debido a que
presenta variabilidad en su composicion.
También algunos investigadores recomien-
dan el empleo de los diluyentes a base de
leche cuando se practica la conservacién por
congelado a —79°C atin empleando la leche
descremada comercial comiin (1.9 % de gra-
sa), homogeneizada y esterilizada con el
agregado de 15 a 20 % de yema de huevo
(Bonadona, 1986).

Los mejores resultados obtenidos con

“el dilutor yema de huevo-citrato, debido a la

composicién de la yema, la que contiene
fosfolipidos, lecitinas, lipoproteinas y cefa-
linas, sustancias a las cuales parece deberse
la mayor accién protectora y su presencia
en una proporcién del 3 al 12 % aumenta de
manera evidente la accién contra el choque
de frio.

De los resultados obtenidos en este »
trabajo se concluye lo siguiente:

e Lasolucion Citrato Yema, a compa-

racién de la Leche descremada-

“Yema demostré ser mejor dilutor para

la conservacién “in vitro” del se-
men caprino.
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Fig. 1. Dilutor y su efecto sobre la sobrevivencia de los espermatozoides.
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Fig. 2. Temperatura y su efecto sobre la sobrevivencia espermitica (expresada en porcen-
taje de la muestra).
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FUNCION SUPERVIVENCIA

PROPORCION DE
SUPERVIVENCIA

0.0

20 40 60 80

TIEMPO EN HORAS

Fig. 3. El dia de muestreo y su efecto sobre la sobrevivencia de los esperma-

tozoides.
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Fig. 4. Factor animal y sus efectos sobre la sobrevivencia de las células esperma-

ticas.
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e Laconservacion del semen caprino
a 4°C arroj6 resultados mds cons-
tantes y favorables que a tempera-
tura del medio ambiente.

e La dilucién y conservacién del se-
men con el dilutor Citrato-Yema, bajo
condiciones de campo puede ser
realizada de manera ficil, rapida y a
un bajo costo, considerando que kg
de citrato de sodio cuesta $10 para
preparar 100 ml. dilutor sélo se ne-
cesita 2.9g, lo cual equivale a unas
500 a 2000 dosis aprox. para reali-
zar inseminaciénes a nivel intra-
cervical o intrauterino.

Se recomienda realizar posteriores
evaluaciones in vivo sobre la eficiencia de
las soluciones Citrato-Yema y Leche
descremada-Yema como dilutores de semen
caprino, para evaluar el porcentaje de ferti-
lidad y correlacionar con los datos de la va-
lidacién in vitro.
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