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Resumen

El Banco de Germoplasma de la raza bovina Murciano Levantina (ML) consta de 7775 dosis seminales,
donde ninguna de éstas ha sufrido tratamiento de sexado espermatico. El objetivo de este trabajo es
conocer la influencia del semental ML sobre el proceso de recongelacion seminal. Para este estudio se
emplearon como donantes de semen, seis toros ML, raza declarada amenazada, donde las dosis semi-
nales obtenidas fueron congeladas y descongeladas por una metodologia convencional; y sequidamente
recongeladas y valoradas mediante estudios de fertilidad in vitro e in vivo (inseminacién artificial-1A).
Los resultados obtenidos nos permiten estudiar la fertilidad in vitro con unos resultados de parametros
seminales considerados suficientes. Los resultados obtenidos tras la IA de siete vacas con semen recon-
gelado del toro que mejores resultados de fertilidad in vitro presenté fue del 71,43 % cuando se rea-
lizé el diagnostico de gestacion a los 45 dias, y del 57,14 % cuando se realizé el diagnéstico de gesta-
cién a los 60 dias. La variabilidad de los valores promedio de los parametros seminales estudiados in vitro
indica diferencias significativas (p < 0,05) entre los seis toros del estudio. El estudio de la calidad semi-
nal tras la recongelacion, asi como la utilizaciéon de la IA con semen recongelado podria ser utilizado
para conocer la fertilidad del semental, por tanto, la recongelacion espermatica podria utilizarse efi-
cazmente para la conservacion y recuperacion de razas amenazadas como la ML.

Palabras clave: Toro Murciano Levantino, doble congelacion, fertilidad in vitro, raza amenazada, banco
de germoplasma.

Influence of the semen donor on the refreezing of Murciano levantino bovine sperm

Abstract

The Germplasm Bank of the Murciano Levantina (ML) bovine breed contains seven thousand, seven hun-
dred and seventy-five seminal doses, none of which have undergone sperm sexing treatment. The ob-
jective of this work is to know the influence of the ML bull on the seminal refreezing process. For this
study, six ML bulls, declared threatened breed, were used as semen donors, where the seminal doses ob-
tained were frozen and thawed using a conventional method; then refrozen and assessed by in vitro and
in vivo fertility studies (artificial insemination-Al). The results obtained allow us to study fertility in vitro
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with results of seminal parameters considered sufficient. The results obtained after the Al of seven cows
with refrozen semen from the bull that presented better fertility results in vitro was 71.43 % with preg-
nancy diagnosis at 45 days, and 57.14 % when the diagnosis was made at 60 days. The variability of the
average values of the seminal parameters studied in vitro indicates significant differences (p < 0.05)
among the six bulls in the study. The study of semen quality after refreezing, as well as the use of Al with
refrozen semen could be used to determine the fertility of the bull, therefore, the seminal refreezing
process could be used effectively for the conservation and recovery of threatened breeds such as ML.

Keywords: Murciano Levantino bull, double freeze, in vitro fertility, threatened breed, germplasm bank.

Introduccion

La conservacién de las razas animales es ne-
cesaria por multiples razones, entre ellas,
para frenar la pérdida de material genético
utilizado habitualmente en tiempos pasados
(Almela, 2006).

La raza bovina Murciano Levantina (ML), tam-
bién denominada “Levantina” o “Huertana”,
es una raza originaria de la Regién de Mur-
cia cuya aptitud principal fue la de animal de
traccion, y por tanto, destinada a la realiza-
cion de trabajo tanto en el &mbito rural co-
mo en el urbano. La decadencia de esta raza
comenz6 a mediados del siglo XX, debido,
principalmente, a la merma de utilidad como
consecuencia de la introduccién de la maqui-
naria agricola y de traccién, lo que condujo
a una acusada disminucién del nimero de
ejemplares que la componian (Almela, 2006).
Actualmente, la vaca ML esta declarada “ra-
za amenazada” segun el Ministerio de Agri-
cultura, Pesca y Alimentacion (MAPA, 1985),
encontrandose el censo actual en 22 anima-
les totales.

En el afio 1984 se cred, como medida de man-
tenimiento, conservacién y recuperacion de
la raza, un Banco de Germoplasma para el al-
macenamiento de dosis seminales en el anti-
guo Centro de Seleccién y Reproduccién Ani-
mal de Guadalupe-Murcia (CENSYRA). En la
actualidad, éste se encuentra en el Instituto
Murciano de Investigacion y Desarrollo Agra-
rio y Alimentario (IMIDA), manteniéndose
mediante proyectos de investigacién dedica-

dos a la conservacion de recursos zoogenéti-
cos, donde se tiene crioconservado el semen
de quince toros de la raza y embriones para
su futura recuperacién en caso de ser nece-
sario (Almela, 2014).

Estos proyectos permiten una conservacion in
situ (con la participacion de los criadores aso-
ciados- GANACULTURA) y ex situ (crioconser-
vacion espermatica y puesta a punto de di-
versas técnicas, entre ellas, la fecundacion in
vitro) (Almela, 2006).

Dentro de la conservacion ex situ, la recon-
gelacion espermatica podria mejorar las pro-
babilidades de fertilizacion cuando el semen
esté criopreservado en grandes cantidades,
en suministros limitados, se trate de un semen
muy valioso o haya sido descongelado por
equivocacion (Owiny et al., 2010). Asi, uno de
los objetivos de la recongelacion seria el de
sexar los espermatozoides entre ciclos de
congelacion-descongelacion (Vazquez et al.,
2009). Ademas, la recongelacion espermati-
ca también podria solucionar los problemas
derivados del transporte a grandes distancias,
tales como el tiempo de manejo de las mues-
tras o la temperatura de almacenamiento
(Alvarez-Rodriguez, 2012).

Con todo esto, el objetivo del presente traba-
jo seria el de conocer si existe algun tipo de
influencia de los sementales utilizados en es-
te estudio sobre la recongelacién espermati-
ca, lo que permitiria aplicar esta técnica a es-
ta raza declarada amenazada en un futuro,
asi como a otras en su misma situacién.
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Material y métodos

Animales utilizados

Para la realizacion de este trabajo se utiliza-
ron seis toros de la raza bovina Murciano
Levantina en diferentes estados de pureza ra-
cial (Figura 1), e inscritos dentro del Libro Ge-

nealégico de la raza. Los toros ML2, MLS,
ML9 y ML11 se encontraban entre los 2y 4
anos de edad, mientras que los toros ML3 y
ML5 superaban los 4 afios. El niumero de
ejemplares elegido para el estudio es repre-
sentativo y suficiente para la realizacion del
mismo, dado el escaso numero total de ani-
males existente de esta raza amenazada.

Figura 1. Toro de la raza Murciano Levantina.
Figure 1. Murciano Levantina breed bull.

Recoleccion y procesamiento del semen

Para la extraccion seminal se utilizé un elec-
troeyaculador (ElectroJac 5, Ideal® Instru-
ments). Los eyaculados se recogieron con un
colector de semen. A continuacioén, el semen
se deposité en un tubo de recogida atem-
perado para evitar cambios bruscos de tem-
peratura que pudieran mermar la calidad
del eyaculado. Para una primera seleccion de
los eyaculados, se midieron el color y el olor
de forma subjetiva descartando aquellos eya-
culados no acordes con lo esperado, asi como
la evaluacién de la motilidad masal de forma
subjetiva bajo microscopio éptico (Leica, DM-
2000) con platina térmica y a 100X para de-
terminar el movimiento en masa de los es-
permatozoides segun Vera Mufioz (2003). Se

midieron los parametros: volumen del eya-
culado y concentraciéon espermatica; también
se analizaron: motilidad individual y por-
centaje de espermatozoides vivos, utilizan-
dose para el estudio sélo aquellos eyaculados
que presentaron como minimo un 50 % de
espermatozoides, con movimiento rectilineo
progresivo por encima de 3. El volumen fue
medido en tubo aforado y la concentracion
con fotémetro Spermacue® (Minittbe, Ale-
mania), a partir de los cuales se calculé el nu-
mero de dosis seminales a preparar, asi como
la cantidad de diluyente (diluyentes 1y II) a
afadir siguiendo el protocolo de congelacién
descrito por Watson (1976) y el MAPA (1985)
y ajustando la concentracion de cada dosis
seminal de 0,5 ml a 40 x 10° de espermato-
zoides totales.
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Una vez evaluado el semen, las pajuelas de
0,5 ml (utilizadas para envasar el material
seminal) se identificaron segun Real Decreto
841/2011 (BOE, 2011). El semen junto al di-
luyente fue envasado mediante sistema semi-
automatico y sellado con bolas de acero (Mi-
nitibe, Alemania). La criopreservaciéon se
realizé siguiendo el protocolo de congela-
cion descrito por Watson (1976) y el MAPA
(1985), utilizando un biocongelador progra-
mable “Computer Controlled Rate Freezer
14S SY-LAB. Icecube” (Minittiibe, Alemania),
siguiendo la curva de temperaturas que se
describe a continuacion: temperatura de ini-
cio a 4 °C; primera rampa de la temperatura
de refrigeracion de 4 °C hasta -6 °C a una ve-
locidad de enfriamiento de -1 °C/min, en
10 min; mantenimiento de las dosis semina-
les a =6 °C durante 1 min; de -6 °C hasta
—-196 °C a una velocidad de 47,50 °C/min, en
4 min. Finalmente, las pajuelas se sumergie-
ron y almacenaron en contenedores de ni-
trégeno liquido, y se mantuvieron crioconser-
vadas durante mas de 10 afos.

Para realizar el estudio espermatico de las do-
sis seminales congeladas, éstas se introduje-
ron en bafo termostatico a 56 °C durante
12 s (Thilmant, 1997) para la descongelacién
seminal, y a continuacién se mantuvieron en
bafo termostatico a 37 °C en una dilucién 1:2
de semen en medio Tyrode (Rigby et al., 2001).

La recongelacion espermatica se realizé co-
mo sigue: se descongelaron 20 pajuelas por
semental de 0,5 ml (5 pajuelas para cada uno
de los 4 replicados). Las pajuelas se mantu-
vieron, una vez descongeladas y sin proceder
a la apertura de las mismas, a 20 °C durante
30 min seguido de otros 30 min a 4 °C. A con-
tinuacion, fueron recongeladas en un biocon-
gelador programable siguiendo la misma
curva de temperatura utilizada para la pri-
mera congelacién. Finalmente, todas las pa-
juelas se sumergieron y almacenaron en con-
tenedores de nitrégeno liquido a —=196 °C.

Evaluacion del semen congelado
y recongelado

Para evaluar la calidad seminal de las pajue-
las congeladas y recongeladas, se midierony
compararon pardmetros como la motilidad
individual, porcentaje de espermatozoides
vivos, porcentaje de espermatozoides con
membrana integra [eosina-nigrosina (Tarta-
glione y Ritta, 2004)] y porcentaje de esper-
matozoides con acrosoma integro [lectina
PNA (Peanut Agglutinin)].

La motilidad individual se analizé6 mediante
escala subjetiva (0-5) segin movimiento es-
permatico y velocidad (Bonadonna, 1962); el
porcentaje de espermatozoides vivos tam-
bién de forma subjetiva (0-100 %), ambos ba-
jo microscopio 6ptico de campo claro (Leica,
DM-200) y platina térmica a 100X. Para ello,
se realiz6 una dilucién 1:2 de semen en me-
dio Tyrode.

Aquellos espermatozoides que mostraron
una tincién color rojo o rosado en sus mem-
branas por la acciéon de la eosina-nigrosina,
presentaron membrana dafada. Por el con-
trario, aquellos espermatozoides que no pre-
sentaron ninguna alteracién en su membra-
na, no mostraron color diferente al original.
Para realizar esta tincion, se realizaron frotis
observados bajo microscopio 6ptico de cam-
po claro (Leica, DM-2000) a 40X, contando un
total de 300 espermatozoides por preparado.

La integridad del acrosoma se estudié utili-
zando un microscopio de epifluorescencia
(Optika B-600 TiFL) con filtro azul (450-480 nm
de longitud de onda de excitacion) y filtro
verde (510-550 nm de longitud de onda de
excitacién), contando 200 espermatozoides/
muestra y realizando una clasificacion (Gar-
dén et al., 2001) segun la cual: los esperma-
tozoides que no presentaron coloracién esta-
ban intactos y los acrosomas que presentaron
coloracion verde, dafnados.
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Analisis estadistico

Para averiguar si existian diferencias signifi-
cativas entre los machos utilizados en el es-
tudio con respecto a las variables analizadas
se realizé un andlisis estadistico utilizando el
programa STATGRAPHICS Centurién XVLII®
para comparar cada macho con las variables
seleccionadas, tanto para semen congelado
como recongelado. Se utilizé la prueba-F en
la tabla ANOVA para determinar si habia di-
ferencias significativas entre las medias, el
procedimiento de diferencia minima signifi-
cativa (LSD) de Fisher (Prueba de Multiples
Rangos) para determinar qué medias eran
significativamente diferentes de otrasy para
aquellas variables que indicaron algo de no
normalidad significativa se utilizé la prueba
de Kruskal-Wallis para comparar las media-
nas seguida de la prueba de Shapiro-Wilk.

Estudio de la fertilidad del semen
recongelado mediante IA

Para conocer la capacidad fecundante de
cada uno de los toros utilizados en este es-
tudio, se inseminaron 7 novillas de 15 meses
de edad de la raza Frisona ubicadas en una
explotacion de Murcia (Espafia). Como paso
previo, se realizé la sincronizacién e induc-
cién a la ovulacion de las hembras del estu-
dio mediante dispositivo intravaginal im-
pregnado en progesterona (CIDR®, Zoetis,
Francia). Una semana después, se les aplico
una dosis de PGF2oa (Dinoprost; Dinolytic®,
Zoetis, Francia), y un dia mas tarde, retirada
de los dispositivos vaginales. Tras 48 h, las no-
villas se inseminaron dos veces, con intervalo
de 12 h mediante catéter de IA para bovino
(QuickLock Classic, Minitiibe, Alemania). Se
utilizé el semen recongelado del toro ML3,
ya que fue el toro que mejor calidad seminal
presenté respecto al resto segun los resulta-
dos de calidad seminal.

Las dosis seminales utilizadas para la IA fue-
ron transportadas a la explotacion en conte-

nedor de nitrégeno liquido. La descongela-
Cién se realizé a 37 °C durante 1 min. Cada
novilla fue inseminada con 40 x 10° esperma-
tozoides/pajuela de 0’5 ml.

Para comprobar la efectividad de la IA, se re-
alizo el diagnéstico de gestacion a los 45 dias
y 60 dias mediante ultrasonografia transrec-
tal con ecografo IMAGO (ECM, Francia) do-
tado de sonda lineal de 5 Mhz a 7'5 Mhz.
Aquellas hembras a las que se les detecto
vesicula embrionaria y presencia del embrién
fueron calificadas como gestantes.

Resultados

Motilidad individual

Los resultados de los parametros estudiados
muestran para la motilidad individual (Figu-
ra 2), y comparando el semen congelado con
el recongelado, una disminucion de este pa-
rametro tras la segunda congelacion para
todos los sementales estudiados, excepto pa-
ra ML8 que mantuvo constante el valor, sien-
do los mejores datos obtenidos los de los se-
mentales ML3, ML5, ML8 y ML9.

Los valores promedio, maximo, minimo y es-
tadisticos en semen congelado y reconge-
lado se muestran en la Tabla 1. Las diferen-
cias significativas entre semen congelado y
recongelado para esta variable en cada uno
de los sementales se muestran en la Figura 2,
donde excepto los sementales ML3 y MLS, el
resto presenta diferencias estadisticamente
significativas.

Porcentaje de espermatozoides vivos

La supervivencia espermatica (Figura 3) fue
mas elevada en el caso de los espermatozoides
que fueron sometidos a una sola congelacion,
destacando también las pocas diferencias exis-
tentes en los valores obtenidos para la conge-
lacion entre los diferentes sementales, al con-
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Tabla 1. Valores promedio, maximo, minimo y estadisticos en semen congelado y recongelado.
Table 1. Average, maximum, minimum and statistical values in frozen and refrozen semen.

Motilidad Espermatozoides Integridad Acrosomas
individual vivos (%) membrana (%) integros
R C R C R C R C
Promedio (%) 3,58 4,08 39,29 60 34,86 53,26 50,88 61,43
Max (%) 4,12 4,5 56,25 65 56,2 69,7 78 77
Min (%) 2,75 3 15,75 50 21,9 41,4 23,4 56
S.D. 0,65 0,58 14,58 5.48 10,60 13,45 20,36 8,68
C.V. (%) 18,12 14,30 37,11 9,12 38,4 19,9 40,01 14,29

R: semen recongelado; C: semen congelado; Max: valor maximo; Min: valor minimo; S.D.: Desviaciéon
tipica; C.V.: coeficiente de variacion.

B Semen recongelado @ Semen congelado

45 45 45

Motilidad individual (0-5)

ML2* ML3 ML5* MLS ML9* MLI11*

Toros

Figura 2. Motilidad individual en semen congelado y recongelado (valores promedio).
* Indica diferencias significativas.
Figure 2. Individual motility in frozen and refrozen semen (mean values).



586 Almela-Veracruz et al. (2022). ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. 118(4): 580-593

¥ Semen recongelado
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Figura 3. Porcentaje de espermatozoides vivos en semen congelado y recongelado (valores promedio).

* Indica diferencias significativas.

Figure 3. Percentage of live sperm in frozen and re-frozen semen (average values).

trario de lo que sucede en la recongelacion, cu-
yos valores fueron mas dispares. De los se-
mentales analizados, ML3 mostré el mejor va-
lor para semen recongelado (56,3 %). Los toros
ML8 y ML11 mostraron los valores mas eleva-
dos en cuanto a semen congelado (65 %).

En la Figura 3 se representan las diferencias es-
tadisticamente significativas entre semen con-
gelado y descongelado para cada uno de los se-
mentales, siendo el toro ML3 el Unico que no
presenta diferencias significativas para este pa-
rdmetro. Los valores promedio, maximos, mi-
nimos y estadisticos se muestran en la Tabla 1.

Integridad de la membrana espermatica

En general, la integridad de la membrana plas-
matica (Figura 4) mostré mejores valores en

semen congelado. En concreto, el toro ML9
(69,7 %), seqguido de ML3 (61,4 %). Los peo-
res resultados se observaron en el semental
MLS8, con un 41,4 %.

Por otra parte, en semen recongelado se ob-
tuvieron resultados superiores para los ejem-
plares ML3 (56,2 %) y ML9 (46,03 %), estan-
do el resto de sementales por debajo de éstos
y con valores muy similares.

Los valores promedio, maximos, minimos y
estadisticos en semen congelado y reconge-
lado se muestran en la Tabla 1. Las diferen-
cias estadisticamente significativas de cada
uno de los toros para esta variable en semen
congelado y recongelado se representan en
la Figura 4, siendo el semental ML3 el unico
que no las muestra.
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ML2* ML3

ML5*
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Toros

Figura 4. Integridad de la membrana espermatica en semen congelado y recongelado mediante la tincion

de eosina-nigrosina (valores promedio).
* Indica diferencias significativas.

Figure 4. Percentage of plasma membrane integrity in frozen and refrozen semen (average values).

Estudio del acrosoma

El estudio de los acrosomas espermaticos del
semen de los toros ML se representa en la Fi-
gura 5. En ella se muestra en general una ma-
yor concentracion de espermatozoides con
el acrosoma intacto en semen congelado que
en recongelado, a excepcién de los toros ML3
y ML9 cuya cantidad de acrosomas integros es
superior en semen recongelado. En ML9 el
porcentaje en semen recongelado (71,1 %)
fue superior al de semen congelado (56 %).
Siendo en el caso de ML3 los valores de semen
congelado (77 %) y recongelado (78 %) muy
similares. Los datos mas elevados y por tanto
mejores, fueron los del semental ML3 y los
mas bajos los del ejemplar ML8 (23,4 % se-
men recongelado y 56 % semen congelado).

Los valores promedio, maximos, minimos y
estadisticos en semen congelado y reconge-
lado se presentan en la Tabla 1. La compara-
cién de semen congelado y recongelado para
cada uno de los toros para esta variable in-
dica que todos excepto ML3 muestran dife-
rencias significativas (Figura 5).

Estudio estadistico comparativo
entre machos

Aquellas variables que indicaron algo de no
normalidad significativa en los datos fueron
“porcentaje de espermatozoides vivos en se-
men recongelado” y “motilidad individual
en semen recongelado”.
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Figura 5. Estudio de los acrosomas espermaticos en semen congelado y recongelado mediante lectina PNA.

* Indica diferencias significativas.

Figure 5. Study of sperm acrosomes in frozen and re-frozen semen using PNA lectin.

Las diferencias significativas entre sementa-
les para cada una de las variables objeto del
estudio se muestran en la Tabla 3.

Inseminacion artificial

En la Tabla 2 se muestran los resultados de la
inseminacion artificial de las 7 novillas Friso-
nas utilizadas en este ensayo.

Dada la presencia de sintomas de celo en to-
das las hembras tras la sincronizacion, se re-
alizaron dos inseminaciones artificiales (IA),
con intervalo de 12 h. De las 7 novillas inse-
minadas, dos (28,57 %) volvieron a presentar
sintomas de celo 21 dias mas tarde, lo que

nos indica que esas dos novillas con seguri-
dad no quedaron gestantes tras la IA.

Dada la ausencia de sintomas de celo en las
cinco novillas IA tras 45 dias, se les realizé una
ecografia, resultando gestacién positiva en
un 71,43 %.

Se efectud una segunda ecografia para con-
firmar la primera tras 60 dias post-IA. Como re-
sultado 1 de las 5 novillas diagnosticadas ges-
tantes en la primera ecografia se diagnosticé
como no prefada, por lo que 4 hembras de las
7 totales continuaron estando gestantes tras
60 dias, por lo que el porcentaje de fertilidad
del semen recongelado fue del 57,14 %.
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Tabla 2. Sincronizacién e inseminacion artificial (IA) con semen
recongelado en novillas Frisonas.

Table 2. Synchronization and artificial insemination (1A)
with frozen semen in Friesian heifers.

589

Novillas sincronizadas (CIDR) n° 7
Novillas en celo n° 7
% 100
Novillas IA (22 1A, 12h) n° 7
% 100
Novillas retorno celo n° 2
% 28,57
Novillas gestantes (45 dias) n° 5
% 71,43
Novillas gestantes (60 dias) n° 4
% 57,14
Tabla 3. Diferencias significativas entre sementales para cada variable.
Table 3. Significant differences between bulls for each variable.
% esp. Vivos Int. Memb. Acros.
Sementales
C R R C R
ML2-ML3 * * * * *
ML2-ML5 * * * *
ML2-ML8 * * *
ML2-ML9 * * * * *
ML2-ML11 * * * * *
ML3-ML5 * * *
ML3-ML8 * * *
ML3-ML9 * * *
ML3-ML11 * * * *
ML5-ML8 * *
ML5-ML9 * *
ML5-ML11 * * * *
ML8-ML9 * * *
ML8-ML11 * * *
ML9-ML11 * * * *

* Indica una diferencia significativa; C: semen congelado; R. semen recongelado; esp.: espermatozoides;
Mot. ind.: Motilidad individual; Int. Memb.: Integridad de Membrana; Acros.: Acrosomas.
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Discusion

Lomker y Simon (1994), Danchi-Burge et al.
(2001) y Gandini et al. (2007) recomendaron
tener el semen de al menos veinticinco ma-
chos no emparentados almacenados en el Ban-
co de Germoplasma para mantener el 98 %
de heterocigosidad de la poblacién. Sin em-
bargo, Hiemstra et al. (2005) creen que este va-
lor es innecesariamente alto y dificil de alcan-
zar en el caso de razas en peligro de extincion,
ya que el niumero de animales disponibles es
pequefio; como es el caso de la raza ML.

Los programas de conservacion llevados a ca-
bo por Crespo Garcia (2003) y Tamargo et al.
(2009) recomiendan mantener un total de
quinientas dosis seminales/toro. De todos los
toros criopreservados en el Banco de Germo-
plasma utilizados en este estudio, los toros
ML2, ML3 y ML5 son los Unicos que superan
este valor. El resto de animales dentro del
programa de recuperacion de la raza fueron
sacrificados antes de poder realizar extrac-
ciones seminales suficientes para poder com-
pletar el minimo recomendado.

Anzar et al. (2002) obtuvieron resultados pa-
ra el porcentaje de espermatozoides vivos
en especies bovinas del 80-90 %. En el pre-
sente trabajo, los valores obtenidos para este
parametro fueron menores para todos los
animales estudiados y para las dos congela-
ciones realizadas, con valores maximos y mi-
nimos para el semen congelado del 65 % vy
50 %, y para el semen recongelado del
58,75 %y 21,25 %. Estas diferencias podrian
deberse a la calidad seminal inicial en fresco,
a una cuestion racial e incluso a la consan-
guinidad existente entre los toros en estudio.

Saragusty et al. (2009) realizaron la congela-
cién y recongelacién de semen de toro Hols-
tein. Para el pardmetro de motilidad esper-
matica en doble congelacion, los resultados
obtenidos fueron considerablemente infe-
riores a los obtenidos para una sola conge-
lacién. Ademas, cuando se evalué el parame-

tro de motilidad después de la congelacién
de los espermatozoides, se encontraron di-
ferencias significativas entre toros (50-80 %)
y también en la recongelacion de semen (20-
40 %); datos que coinciden con los encontra-
dos en nuestro estudio.

Segun Lozano (2009) las diferencias signifi-
cativas encontradas entre sementales res-
pecto a la congelabilidad seminal en el pre-
sente estudio se podrian explicar por factores
tales como la edad (que en nuestro caso os-
cilaron entre los 2 y los 4 afos, incluso mas),
la estacién del afo en que se realizé la ex-
traccién seminal, el estado nutricional del
semental en el momento de la extraccion e
incluso debido a las caracteristicas propias del
individuo, entre otros.

Dentro del experimento realizado por McCue
et al. (2004b), en el que se volvié a congelar
semen equino, se encontraron resultados de
motilidad espermatica del 64,2 % en conge-
lacién y del 45,7 % con la doble congela-
cion, produciendo asi una disminucion de la
motilidad espermatica tras la sequnda con-
gelaciéon, como es el caso de nuestro estudio.
Estos mismos autores observaron después de
congelar y volver a congelar semen bovino,
gue la motilidad era mucho mayor en el se-
men congelado que en el semen congelado
por segunda vez, resultados que también coin-
ciden con los obtenidos en nuestro trabajo
para algunos toros ML utilizados en este es-
tudio (McCue et al., 2005).

Verzay Estevez (2004) llevaron a cabo un ex-
perimento en el que se recongelaron esper-
matozoides humanos, resultando en una dis-
minucion significativa de la motilidad y
porcentaje de espermatozoides vivos entre la
primeray la segunda descongelacién, lo que
reafirma nuestros resultados a pesar de no
ser de la misma especie o el mismo proceso de
congelaciéon seminal.

En otras especies como equino, como resul-
tado del estudio de la viabilidad de la mem-
brana espermatica (por tincién con yoduro de
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propidio) en semen recongelado, se observo
una disminucién de este parametro (McCue
et al.,, 2004a), resultados que coinciden con los
encontrados en el presente estudio.

En los estudios realizados por Hollinshead et
al. (2004a,b), en el que se realiz6 sexado y re-
congelacion en espermatozoides de carnero
y toro y en el que se estudio el estado de los
acrosomas, se encontré una menor propor-
cién de acrosomas intactos en ambas especies
tras estos procesos, lo que se explica por el
dafo que estas técnicas pueden producir en
el espermatozoide. En nuestro estudio, la
proporcion de espermatozoides con acroso-
mas intactos también fue mayor en el semen
congelado que en el semen recongelado, con
la excepcion de los toros ML9 y ML3.

Por lo tanto, la pérdida de vitalidad y moti-
lidad de los espermatozoides, el aumento de
las morfoanomalias, los acrosomas dafiados
y la disminucion de la fertilidad son resulta-
dos considerados normales después de des-
congelar las dosis seminales (Chauhan et al.,
1994; Correa et al., 1996). Los procesos de re-
frigeracion, congelacion y descongelacion
pueden provocar graves alteraciones en el
acrosoma, que suelen conducir a una baja
fertilidad (Pefia y Linde-Forsberg, 2000).

El porcentaje de fertilidad obtenido después
de utilizar el semen recongelado fue del
57,14 %. Underwood et al. (2010) afirman
que la baja fertilidad del semen recongelado
podria deberse a la disminucion de la moti-
lidad del esperma y su velocidad, lo que re-
duciria el nUmero de espermatozoides via-
bles presentes en el oviducto en el momento
de la ovulacién. Sin embargo, Arav et al.
(2002) realizaron la IA a un grupo de vacas
con semen congelado y a otro grupo con se-
men recongelado, resultando en un 45,5 %
y 44 % de fertilidad, respectivamente, supe-
rando nuestros datos a los de estos autores,
lo que se explicaria por el mayor numero de
hembras utilizadas en este ensayo.

Conclusiones

De acuerdo con los resultados de nuestro es-
tudio, la integridad de la membrana esper-
matica del semen congelado resulté menos
dafada que la del semen recongelado en to-
dos los ejemplares estudiados.

Se ha visto que existen diferencias sustanciales
respecto al espermiograma entre los distintos
toros estudiados. Por lo tanto, el estudio de la
calidad seminal tras la recongelacion esper-
matica se podria utilizar para predecir la fer-
tilidad; es decir, cuanto mejores sean los re-
sultados del semen recongelado in vitro,
mejores serian los resultados de fertilidad in
vivo del semen congelado para cada uno de
los sementales.

Ademas, se podria concluir que la insemina-
cién artificial con semen recongelado podria
ser una herramienta eficaz para el conocimien-
to de la fertilidad del semental.

Por tanto, segun los datos obtenidos, la recon-
gelacion espermatica podria utilizarse como
instrumento util y eficaz para la conservacion
y recuperacion de la raza bovina ML.
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