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Protocolo de procesamiento y crio preservacion de semen de razas
bovinas y caprinas tropicales en la Republica Dominicana

José Choque-Lopez', Maria Lépez? , Jose Bueno' y Daniel Valerio®

Con el objetivo de estandarizar el protocolo de procesamiento y crio-preservacion de semen de sementales bovinos 'y
caprinos, se realizaron pruebas de manejo, congelamiento y conservacion en nitrégeno liquido (NL2), del eyaculado,
de ejemplares de las razas bovinas Gyr, Guzerat y Australian Friesian Sahiwal y caprinos Saanen, disponibles en
el Centro de Produccion Animal del Instituto Dominicano de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IDIAF),
en el marco de ejecucion de actividades del Centro Especializado en Biotecnologia Reproductiva, Cebire-Idiaf. El
procedimiento validado consistié en la recepcion de muestras, evaluacion de muestras de semen (color, volumen,
aspecto, motilidad masal, motilidad individual, concentracién y morfologia de los espermatozoides), dilucién de
las muestras (segun concentracion), estabilizacion a 4°C, llenado de pajuelas, congelacién (en vapor de NL2
a -120°C) y crio-preservacion (en NL2 a -196°C). Entre los resultados estan la evaluacion de la motilidad pos-
descongelamiento de muestras de semen crio-preservadas en dos posiciones: inferior (sumergidas en NL2) y
superior (por encima del nivel de NL2). La raza Sahiwal, presenté los valores de motilidad media mas estables
(coeficiente de variacion igual a 7.4% y 8.3%, segun la posicion inferior y superior, respectivamente). No obstante,
los ‘mayores valores de motilidad se observaron en pajuelas descongeladas de toros Gyr (70 % en pajuelas
suspendidas sobre el nivel de NL2). El semen de ovinos y caprinos debe crio-preservarse sumergido (posicion
inferior) en el NL2 para garantizar su viabilidad. La estandarizacién de la metodologia de procesamiento y crio-
preservacion de semen se encuentra en su fase final, motivo por el cual el CPA dispone actualmente de pajuelas
de semen de bovinos y caprinos de razas tropicales.
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INTRODUCCION

La ganaderia dominicana tiene el reto de incrementar
la rentabilidad de las unidades productivas. Una alter-
nativa es la mejora genética de los animales, a través
de tecnologias reproductivas como la inseminacién ar-
tificial. La mayoria de los ganaderos que utilizan esta
técnica adquieren semen importado, de elevado costo y
de razas no tropicales.

Por este motivo, el Instituto Dominicano de Investiga-
ciones Agropecuarias y Forestales (IDIAF), en cola-
boracion con el Consejo Nacional de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales (Coniaf), el Consejo Nacio-
nal para la Reglamentacion y Fomento de la Industria
Lechera (Conaleche) y el Fondo Especial para el Desa-
rrollo Agropecuario (Feda), aunaron esfuerzos para la

creacion del Centro Especializado en Biotecnologia Re-
productiva (Cebire), que tiene como objetivo la colecta,
procesamiento y crio preservacion de semen, ovocitos y
embriones de rumiantes, para su difusion a productores
ganaderos con el propésito de contribuir al mejoramien-
to de la ganaderia dominicana, Guerra et al. 2012.

El objetivo del estudio es presentar los avances del pro-
ceso de estandarizacion para el procesamiento y crio
preservacion de semen de sementales de las razas bo-
vinas Gyr, Guzerat y Sahiwal y caprinos Saanen, dispo-
nibles en el Centro de Produccién Animal del IDIAF.

" Investigadores del Centro de Produccién Animal del IDIAF. E-mail: jchoque@idiaf.gov.do

2 Técnico en biotecnologia reproductiva
3 Consultor de la FAO
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MATERIALES Y METODOS

El proceso de estandarizacion se realiz6 en las instala-
ciones del Centro Especializado en Biotecnologia Re-
productiva (CEBIRE), del Centro de Produccién Animal
del IDIAF (CPA), ubicado en el kilébmetro 24 de la auto-
pista Duarte, Santo Domingo Oeste (18.547982 latitud
norte y 70.077447 longitud oeste).

Se describen a continuacion los pasos de
dicho proceso:

1. Recepcién de muestras.

La muestra de semen se conserva en bafno maria a
37°C y se procede a su evaluacion Figura 1.

— .
Figura 1. Entrega de muestras de semen al operador del
laboratorio

2. Evaluacion de muestras de semen.

Para la evaluacién de la muestra de semen se toman en
cuenta varios criterios referentes a caracteristicas ma-
croscopicas (INTA 2004 y Souza 2013) y microscépicas
de la muestra (Figura 2, 3 y 4), estos criterios se presen-
tan en la Tabla 1.

Figura 2. Muestra de semen para ser evaluada en
microscopio
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Figura 3. Observacion de la muestra de semen en microscopio
de contraste de fase

Figura 4.Espermatozoides tefiidos con eosina-nigrosina

3. Dilucién de las muestras.

La determinacion de la concentracion espermatica,
permite determinar la cantidad de espermatozoides
contenidos en la muestra y a partir de esto, calcular la
cantidad de diluyente que se debe agregar al semen y
el numero de pajuelas que se pueden procesar de la
muestra colectada Figura 5.

4. Estabilizacion a 4°C.

Luego de la dilucién, se procede a estabilizar el semen
al menos por 2 horas antes del envasado en pajuelas y
la congelacion, para esto se utiliza un refrigerador con
termostato.

5. Llenado de pajuelas.

Las pajuelas se llenan a 4°C de forma manual o au-
tomatica (con maquinas llenadoras) como se muestra
en la figura 6. El llenado se puede realizar también a
temperatura del laboratorio 24°C antes de enfriar y es-
tabilizar a 4°C. Una vez llenadas, las pajuelas se sellan
con polivinilo y se congelan.
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Tabla 1. Requerimientos para la evaluacién de muestras de semen

Evaluacién macroscopica Evaluaciéon microscopica

Motilidad masal
Color
* Semen muy bueno (+++).
* Blanco lechosa o cremosa: buena calidad
* Semen bueno: (++).
« Similar a leche aguada: baja calidad
* Semen regular: (+).

* Semen malo: (0).

Motilidad individual

Volumen « Semen muy bueno: igual o mayor de 70%
*1 a8 mlen toros » Semen bueno: 50-69% de motilidad
* 1 a5 mlen caprinos. » Semen regular: 30-49% de motilidad

» Semen malo: menor de 29% de motilidad

Concentracion
Aspecto >500million/ml en toros
Grado de opacidad de la muestra >2000millon/ml en caprinos
Morfologia

270% de espermatozoides normales en ambas especies

Figura 5. Conteo de células espermaticas en Figura 6. Llenador automatico de pajuelas.
espectofotometro, para el calculo de la concentracion.
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6. Congelacion.

Mediante vapor de nitrégeno liquido (NL2) a una tempe-
ratura de congelacién de -120°C (Figura 7), las pajuelas
se sumergen en el nitrégeno liquido para alcanzar una
temperatura definitiva de -196°C. Este proceso tarda
entre 10 y 30 minutos.

Figura 7. Congelador de pajuelas

7. Criopreservacion. En termos de NL2 a -196°C por
tiempo indefinido.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se presenta la evaluacién de la motilidad pos-descon-
gelamiento de muestras procesadas de toros y capri-
nos, Tabla 2, preservadas en termos de NL2 en dos po-
siciones diferentes: a) inferior, sumergidas en NL2 y b)
superior, por encima del nivel de NL2.

La raza Sahiwal, presenta los valores de motilidad me-
dia mas estables con coeficiente de variacion de 7.4%
y 8.3%, segun la posicion inferior y superior, respectiva-
mente. No obstante, los mayores valores de motilidad
se observaron en pajuelas descongeladas de toros Gyr
(70 % en pajuelas suspendidas sobre el nivel de NL2).
El semen de ovinos y caprinos debe crio preservarse
sumergido (posicion inferior) en el NL2 para garantizar
su viabilidad

CONCLUSIONES

La estandarizacion de la metodologia de procesamiento
y crio preservacion de semen se encuentra en su fase
final, motivo por el cual el CPA dispone actualmente de
pajuelas de semen de bovinos y caprinos de razas tro-
picales.
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Tabla 2. Motilidad media pos-descongelamiento segun la posicién de criopreservacion en NL2

RAZA POSICION MOTILIDAD MEDIA cv
Gyr I 57.5£17.67 30.7
Gyr S 70+0.0 0

Guzerat I 20.7+8.86 42.8
Guzerat S 30 ND
Sahiwal I 47.5£3.53 7.4
Sahiwal S 42.5+3.53 8.3
Cap. Saanen I 50+14.1 28.3

Ref.: | = posicion inferior; S = posicion superior; CV= coeficiente de variacion
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