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RESUMEN

La Inseminacion Atrtificial (IA) se ha utilizado para la reproduccion de
aves. El uso de esta practica se incrementd con el descubrimiento de los
crioprotectores, ampliando su utilidad tanto en la produccion de aves
domésticas como en la conservacién de especies silvestres. El objetivo de este
estudio fue determinar los indicadores de evaluacion espermatica y distribucion
de carbohidratos en la superficie de espermatozoides en fresco vy
descongelados, en ejemplares de especies domésticas y silvestres. Se
analizaron de gallo (Gallus domesticus) y de faisan (Phasianus colchicus), 20
eyaculados y 20 muestras heteroespérmicas de cada especie, también se
analizaron 20 eyaculados de halcén (Buteo jamaicensis). Todas las muestras
fueron analizadas en fresco, la mitad, se criopreservaron con dimetilsulféxido
(DMSO) y el resto con polivinilpirrolidona (PVP). Los valores encontrados al
realizar la evaluacién espermatica mostraron que la técnica de criopreservacion
propuesta en este trabajo es igualmente eficiente para muestras
heteroespérmicas y eyaculados de manera individual. Asi mismo encontramos
gue el PVP es una alternativa en cuanto a crioprotectores ya que no se
encontraron diferencias significativas al compararlo con el DMSO. Se evalud la
capacidad fertilizante de las muestras heteroespérmicas en fresco y
criopreservadas, mediante la 1A de gallinas y faisanas. Se demostré que es
posible la reproduccion en estas dos especies, utilizando la técnica de
criopreservacion propuesta en este trabajo.

Palabras clave: Criopreservacion, Gallus domesticus, Phasianus colchicus,
Buteo jamaicensis, dimetilsulféxido, polivinilpirrolidona, espermatozoide,

carbohidratos membranales, fertilizacion in vitro.



ABSTRACT

The Artificial Insemination (Al) it has been used for the reproduction of
birds. The use of this practice was increased with the discovery of the
cryoprotectants, enlarging its utility so much in the production of domestic birds
as in the conservation of wild species. The objective of this study was to
determine the indicators of spermatic evaluation and distribution of
carbohydrates in the surface of sperms in fresh and defrosted spermatozoans,
in copies of domestic and wild species. They were analyzed of rooster (Gallus
domesticus) and of pheasant (Phasianus colchicus), 20 ejaculated and 20
heterospermic samples of each species, 20 were also analyzed ejaculated of
red-tail hawk (Buteo jamaicensis). All the samples were analyzed in fresh and
post cryopreservation. The half, you criopreservated with dimethylsulfoxide
(DMSO) and the rest with polyvinylpirrolidone (PVP). The opposing values
when carrying out the spermatic evaluation showed that the cryopreservation
technique proposed in this work is equally efficient for heterospermic samples
and ejaculated in an individual way. Likewise we find that the PVP is since a
good alternative as for cryoprotectants they were not significant differences
when comparing it with the DMSO. The capacity fertilizer of the heterospermic
samples was evaluated in fresh and post cryopreservation, by means of the Al
of females G. domesticus and P. colchicus. It was demonstrated that it is
possible the reproduction in these two species, using the cryopreservation

technique proposed in this work.
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1. Marco teodrico.

1.1. Estrategias de reproduccion en la avicultura de especies domésticas.
En la avicultura de especies domésticas, con el propdsito de lograr que

los machos cubran de manera eficiente al mayor nimero de hembras, las
granjas de reproductores cuentan con ejemplares en la proporcion de un
macho por cinco a diez hembras. Sin embargo, existe una gran variabilidad de
los resultados, ya que en casos excepcionales, los machos que pueden cubrir
mas de 10 hembras. En la mayoria de las ocasiones, existe una gran
variabilidad individual de frecuencia de coépulas, ya que algunos machos por
motivos de conducta propios de cada especie, tienden a cubrir con preferencia
a determinadas hembras, lo cual se refleja en la incidencia de huevos infértiles

en algunas de ellas (Cecil y Bakst, 1990).

Se han identificado factores especificos que interfieren con el proceso
reproductivo natural, como la incompatibilidad fisica de los ejemplares, por
ejemplo el peso corporal de los pavos, ya que machos muy pesados pueden
lastimar a las hembras, impidiendo el proceso natural de la cépula (Wambeke y
Huyghebaert, 1989). Se ha observado también, que temperaturas elevadas en
zonas semitropicales y/o tropicales interfiere con la produccion espermética y
capacidad copulatoria (Harpal, 1999; Donoghue y Wishart 2000). Otros factores
que afectan la produccién de semen y la fertilidad de las aves, son la edad,
estacion del afo, cantidad de luz, temperatura, humedad relativa, nivel sobre el
mar estado de nutricidn, salud, condiciones de clima adverso, problemas de

conducta y peso de las aves (Singh, 1999; Jocking, 1991; Onura, 1987).

En la actualidad, la avicultura de especies domésticas, no es posible
concebirla sin el uso creciente de conocimientos innovadores e invenciones
que faciliten la combinacién de la tecnologia con la produccion (Amann, 1999).
Es el caso de la Inseminacion Atrtificial (IA) como metodologia de rutina en un
proceso de produccion sistematico y se define como la transferencia de
gametos del macho para llegar al ovocito por métodos realizados por el hombre
y que son diferentes al apareamiento natural. Esto incluye la inseminacion in
vivo de la hembra, con semen fresco, diluido o criopreservado y la fertilizacién

in vitro (FIV) de ovocitos, para su posterior transferencia a hembras receptoras



(Samour y col 1998; Lukaszewicz, 2001; Saint Jalme y col 2003; Blesbois y col
1999; Tanaka y col 1994; Long y Kulkarni, 2004).

1.1.1 Inseminacion artificial en aves.
La IA fue desarrollada para aves en la década de los afios treintas del

siglo pasado con la implementacion de una metodologia no invasiva y
especifica para la obtencion del semen de gallos. En procesos sistematizados
con objetivos previamente establecidos, mediante la evaluacion seminal como
rutina de un programa de IA, el avicultor puede comprobar de forma inmediata
la eventual mejora de la calidad y producciéon de espermatozoides, 6 su
deterioro, permitiendo ajustar el nUmero de espermatozoides necesarios para
una dosis de IA, logrando una maxima dilucion y distribucion del semen de los
machos mas aptos para transmitir a su descendencia una caracteristica

deseada, y a eliminar machos improductivos, (Sauveur, 1992).

En la hembra, el procedimiento para la inseminacién involucra un
manejo considerable, ya que esta es sujetada para hacer presion en el
abdomen, exponer la cloaca y el interior del orificio vaginal para depositar el
semen a 3-4 cm de profundidad en el interior del orificio vaginal. La técnica de
IA es una herramienta de la reproduccion animal asistida que permite un mayor
campo de accion, sin embargo en las aves a diferencia de los mamiferos, una
vez lograda la fertilizacion existe el reto de incubar los huevos fértiles y
posteriormente criar a los polluelos (Donoghue y Wishart, 2000).

Los primeros reportes en aves sefialan un trabajo de Burrows y Quinn,
(1937). Hasta la fecha, las técnicas de masaje son efectivas sin embargo
requieren de ciertas adecuaciones especificas para cada especie y ejemplar,
esto debido a las caracteristicas anatomicas de dimensiones y estructuras de la
cloaca (Fujihara y Ohboshi, 1991).

En la industria avicola de especies domésticas, la técnica de IA
representa ventajas similares a las obtenidas en la ganaderia de mamiferos,
como el mejor aprovechamiento de machos genéticamente superiores,
reduccion de la proporcion de machos con respecto a las hembras, y la cruza
entre diferentes lineas o especies, ademas no requiere la presencia de
conducta de apareamiento permitiendo una gran presion genética para la

seleccidbn de caracteres en pocas generaciones. También debido a que



fertilidad de los gallos declina en el segundo y tercer afio de la vida, y que la
produccion de semen se incrementa durante el invierno y primavera y
disminuye en el verano y otofio, declinando la fertilidad durante estas dos
Ultimas estaciones. Con el uso de la IA se ha contribuido a solucionar

parcialmente estos problema (Sauveur, 1992).

También se ha utilizado como un método para mantener y reproducir
lineas puras de reproductores primarios (Etches, 1996; Pollock, 1999).
También ha permitido conducir experimentos de manera controlada para
determinar la capacidad fertilizante de diferentes lineas genéticas (Poivey y col
2001).

Para obtener resultados favorables mediante la IA es necesario definir
un protocolo o estrategia para realizarla ya que se ha observado que
Unicamente el 1 % de los espermatozoides depositados en el tracto de la
hembra son seleccionados para completar este proceso, observandose
principalmente dos factores que se involucran en este proceso. El primero esta
relacionado con el almacenamiento de los espermatozoides en el tracto de la
hembra, por ejemplo en intervalos de ovoposicion e IA, y el segundo esta con
relacionado con factores que afectan la liberacion espermatica, como la edad
de las hembras (Brillard, 1993; Birkhead y col 1993; Fisinin y col 2004).
Ademas, se ha observado que el nUmero de espermatozoides inseminados y la
frecuencia con que se realiza, influye en los resultados de fertilidad (Saint
Jalme y col 1994), asi como en una mayor eficiencia al tener un método
sistematizado que permita evaluar y ajustar el protocolo (Christensen y Bagley,
1989).

1.2. Estrategias de reproduccion en aves silvestres (En cautiverio).
Se ha demostrado que con las técnicas de reproduccion asistida como la

IA con semen fresco y/o criopreservado, es posible crear bancos de semen de
ejemplares silvestres que estan en cautiverio, y de esta manera contribuir a la
conservacion de las especies (Saint Jalme y col 2003).

El procedimiento de IA en aves se ha utilizado como una herramienta de
la reproduccién animal asistida que ayuda a la conservacion de especies

silvestres que pueden estar o no en peligro de extincion. Esto se logra



implementandose en centros de investigacion y conservacion, colecciones
privadas y zooldgicos, con programas de reproduccion asistida. Esta técnica,
se ha intentado en aquellos casos en los cuales la reproduccion natural en
cautiverio se dificulta por la falta de las condiciones ambientales adecuadas
similares a aquellas que afectan la avicultura de especies domeésticas. El no
disponer en el mismo sitio de ejemplares de ambos sexos de una misma
especies, por ser muy raros y/o dificiles de conseguir, conductas de
monogamia relacionadas con la falta de ejemplares para lograr la formacion de
parejas y programas de reproduccion dirigida para lograr principalmente
diversidad genética y/o conservacidn de especies puras. También ha sido
necesaria la implementacion de otras metodologias como la obtencion de
semen de manera especifica en cada especie y su conservacion in vitro
(Donald, 1991). Sin embargo son pocos los estudios que se han hecho debido
a la falta de vinculacion entre los centros de investigacion y los avicultores de
especies exoticas o silvestres. Se ha utilizado en especies como las aves
rapaces en las cuales mediante la IA se han realizado cruzas entre diferentes
especies, que han dado origen a ejemplares con caracteristicas particulares y

deseadas por los cetreros.

1.3. Apareamiento y fertilizacién en aves.
Las aves difieren de los mamiferos en que no tienen un ciclo de

reproduccion bien definido, que se divida en fases de estro y gestacion,
continuando el desarrollo folicular y la funcion oviductal al mismo tiempo
(Gilbert, 1996).

Para que se lleve a cabo el proceso de fertilizacién, es necesario un
conjunto de interacciones especificas de cada especie, tejido y célula,
indispensables para la preservacion de las especies (Chavarria, 1998). En las
aves, dicho proceso inicia con un comportamiento de cortejo que es complejo y
caracteristico de cada especie, sin embargo, existe un ritmo diurno de
apareamiento en los machos que se correlaciona con la produccién de semen.
Un gallo puede copular hasta 30 veces en un solo dia, y se ha observado que

los eyaculados diurnos tienen mayor concentracion espermatica. La 6ptima



fertilidad de los gallos (Gallus domesticus) se obtiene con una proporcion de
machos y hembras 1 a 7-14 respectivamente (Gilbert, 1996; Quintana, 1999).

Los espermatozoides sobreviven dentro de la hembra por largos
periodos hasta 32 dias en la gallina (G domesticus) y 70 en la pava (Meleagris
gallopavo), aunque el periodo fértil es por lo general mas corto. Esta longevidad
de los espermatozoides se asocia al menos con una regidn especializada en el
oviducto, la union Utero vaginal, en ésta se localizan las glandulas tubulares
especializadas o “glandulas hospederas” de esperma (Gilbert, 1996). Conforme
ocurre la fecundacion pueden liberarse pequefios “paquetes” de
espermatozoides de las glandulas al momento de la ovulacién, ya que éstos
pueden colectarse facilmente de la luz oviductal en ese momento (Holm y
Wishart, 1998).

1.3.1 Aparato reproductor de la hembra.
En el tracto de la hembra, la movilidad espermatica es significativa,

aunque puede estar influenciada por las variaciones de pH a lo largo de éste,
ademas las secreciones del oviducto, que ayudan al transporte del
espermatozoide, ya que al exponerlos in vitro a extractos del magnum, se ha
demostrado un incremento de la actividad respiratoria y movilidad. Sin
embargo, esta respuesta puede ser diferente en cada especie en condiciones
similares como lo es la presencia de iones de calcio (Holm y Wishart, 1998). La
movilidad es particularmente importante, ya que permite al espermatozoide
llegar al sitio de fertilizacion y penetrar la membrana perivitelina (MPV) para
lograr la fertilizacion (Gilbert, 1996; King y col 1999; Wishart y Wilson, 1999).

Las enzimas asociadas con el acrosoma del espermatozoide de gallo
podrian ayudar en la penetracidon e iniciar la rotura de la MPV. La polispermia
es comun en las aves pero soOlo un pronucleo masculino se fusiona al
prondcleo femenino. Posiblemente la MPV no tiene mecanismos que
prevengan la polispermia como en los mamiferos, y el cubrir rapidamente el
ovulo con una capa gruesa de albumina ayuda a evitarla (Donoghue, 2000;
Gilbert, 1996; Robertson y col 2000).



1.3.2 Aparato reproductor del macho.
En las aves los testiculos estan localizados en el centro de la cavidad

corporal, ventrales a los riflones, se sostienen por ligamentos de la superficie
dorsal, adyacentes a las glandulas adrenales (Etches, 1996a). Los tubulos
seminiferos se ramifican y anastomosan libremente con la tanica albuginea. El
tejido intersticial esta ausente, pero contiene células de Leydig secretoras de
androgenos. En los machos inmaduros, los tdbulos seminiferos se recubren
con una capa de células de Sertoli y espermatogonias pedunculares, y en
machos maduros los tubulos son de forma irregular recubiertos de un epitelio
germinal de varias capas (Gilbert, 1996).

Los espermatozoides pasan a través del testiculo, epididimo y conducto
deferente siendo suspendidos en secreciones de estas estructuras que les
proveen substratos y amortiguadores que posteriormente son reabsorbidos
(Fujihara, 1992). Cuando el semen es recolectado por estimulo de masaje
abdominal, éste es contaminado con uratos y heces, lo cual dificulta precisar la
composicion del plasma seminal de un eyaculado. En el cuadro 1, se muestra
la concentracion de los componentes de mayor presencia encontrados en el
plasma seminal de gallos y pavos (M gallopavo) (Etches, 1996a).

La actividad metabdlica del espermatozoide esta relacionada en
particular con el flagelo, esto, mediante mecanismos quimicos Yy
electromecanicos que inducen movimientos coordinados entre los microtubulos
que integran el flagelo (Katz, 1984).

La espermatogénesis parece estar regulada por la proliferacion de las
células de Sértoli que ocurre después de la madurez sexual y sucede a la
temperatura corporal interna de 41°C (Etches, 1996). El tiempo requerido para
la maduracién de los espermatozoides en los testiculos depende de la especie.
En especies domésticas después de la vigésima semana, los testiculos son
capaces de producir espermatozoides en grandes cantidades. El ave carece
del epididimo caracteristicamente convultado y subdividido como se encuentra
en la mayoria de los mamiferos. Los espermatozoides se almacenan
principalmente en el conducto deferente y no hay oOrganos reproductivos
accesorios como vesiculas seminales, prostata, glandula de Cowper y

glandulas uretrales (Froman y Engel, 1991; Gilbert, 1996).



Cuadro 1 Concentracion (mM) de los componentes mas abundantes en el
plasma seminal de gallos y pavos.

Componente Plasma seminal de Gallos. Plasma seminal de Pavos
Glucosa 0.18 _
Cl- 46 23
Na * 145 140
K* 13 20
ca’ 14 0.3
Glutamato 75 88
Lactato 3.7 2.4
Piruvato 0.3 0.4
Alfa-cetoglutarato 0.4 0.2
Carnitina 3.2 1.7
Acetil carnitina 0.5-2.0 0.5-2.0
Proteina (gl-1) 8 22

(Etches, 1996).

Los tubulos seminiferos se unen con los de la red testicular y éstos a su
vez con los conductillos eferentes, que se conectan en varios lugares con el
corto epididimo que se abre al conducto deferente, un tubo extensamente
convultado que corre a todo lo largo del abdomen en la superficie del rifidn. En
su extremidad distal, el conducto se alarga antes de pasar a través de la papila
eréctil, extendiéndose hasta la cloaca. No hay estructura comparable a la
ampolla de los mamiferos. EI macho no tiene pene, sino una papila eréctil que
crece y hace contacto con la cloaca evertida durante la cépula (Gilbert, 1996).
En algunas especies acuaticas el érgano copulatorio es mas largo (2-5 cm),
comparado con el de gallinaceas (Etches, 1996).

El eyaculado de un gallo varia de 0.2 a 0.5 ml y tiene una densidad entre
3-7 X10° espermatozoides por ml (Garner, 2002; Gilbert, 1996). En el cuadro 2
se muestra la comparacion de los indicadores normales del eyaculado de
diferentes especies.

1.3.2.1 Morfologia espermatica.
El espermatozoide de las aves, en general es de forma alargada. La

cabeza es en curva filamentosa y mide de 12 a 13 um, se corona por el
acrosoma de 2 um de largo. Esta regidn contiene enzimas proteoliticas que son
requeridas durante la fertilizacion. Parte media, con 4 um de largo y contiene
mitocondrias, y el resto de la cola, con una longitud de aproximadamente 100

um, a lo largo de ésta se extienden fibras centrales, relacionadas con el



centriolo proximal y distal. En su parte mas ancha el espermatozoide mide
cerca de 0.5 um (Gilbert, 1996) (Figura 1). El nucleo estd empaquetado en la
cabeza espermatica y los cromosomas estan altamente condensados durante
la espermatogénesis (Figura 2) (Etches, 1996; Gilbert, 1996).

El espermatozoide se rodea de una membrana citoplasmica. La
membrana espermatica estd compuesta por moléculas lipidicas, fosfolipidos
(glicofosfolipidos y  esfingofosfolipidos),  glucolipidos  (cerebrdsidos),
gangliésidos esteroides (colesterol) y proteinas integrales y periféricas. Los
fosfolipidos de la membrana estan organizados en forma bilaminar asimétrica,
lo cual significa que la composicion de lipidos y proteinas de las dos
monocapas difieren una de la otra (Etches, 1996a; Gilbert, 1996; Singer y
Nicholson, 1972).

Cuadro 2. Caracteristicas del semen de diferentes especies de animales.

Indicador Toro Borrego Cerdo Caballo

Volumen eyaculado (ml) 5-8 0.8-1.2 150-200 60-100

Concentracién espermatica (millones/ml) 800-2000 2000-3000 200-300 150-300 3000-7000

Espermatozoides X10%/eyaculado 5-15 1.6-3.6 30-60 5-15
Movilidad espermatica (%) 40-75 60-80 50-80 40-75
Morfologia espermatica normal (%) 65-95 80-95 70-90 60-90
Proteina (g/100 ml) 6.8 5.0 3.7 1.0
Ph 6.4-7.8 5.9-7.3 7.3-7.8 7.2-7.8

(Garner, 2002).
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Figura 2. Morfologia del espermatozoide de gallo (Howarth, 1995).



1.4. Fertilizacion in vitro en aves.
Con el estudio in vitro de los primeros eventos de la fertilizacion se

demostré que los primeros pasos son similares, comparado con el proceso in
vivo. Estos pasos son principalmente tres. La penetracion de las capas
protectoras del Ovulo por el espermatozoide, seguido de la fusiéon de las
membranas del espermatozoide y del ovocito y tercero, la fusion y formacion
pronuclear (Nakanishiy col 1990).

La implementacion para evaluar la interaccion in vitro con el ovocito de
espermatozoides frescos y/o criopreservados, es una herramienta para
determinar la capacidad fertilizante de los espermatozoides. En especies
domésticas, ha permitido detectar ejemplares subfértiles que interfieran con los
programas reproductivos (Herrera y col 2002; Jiménez y col 2002; Robertson y
col 1998; Donoghue, 1999; Barbato y col 1998; Birkhead y col 1994).

La FIV requiere personal capacitado e infraestructura. Sin embargo es
una alternativa para la produccién animal, a pesar de realizarse con bajos
resultados favorables, alrededor del 20 % en el modelo experimental de G
domesticus en el cual la reproduccion natural puede ser manipulada con
mejores resultados (Tanaka y col 1994). Por otra parte, aunado a la técnica de
FIV, es necesario el desarrollo de la técnica de transplante embrionario
aunque, este procedimiento puede emplearse como modelo en ejemplares
domeésticos para la produccion de animales transgénicos y para ejemplares
silvestres, con el propoésito de contribuir a su conservacion. Asi también, es
necesario el desarrollo de protocolos de conservacion espermética eficientes,
que contribuyan a la creacion de bancos de semen, tanto de especies
domeésticas como silvestres (Long y Kulkarni, 2004).



2- Antecedentes.

2.1. Conservacion de semen.
Existen dos maneras de conservar in vitro al semen. En términos

generales el almacenamiento del semen liquido es una practica frecuente que
involucra la diluciébn del semen en amortiguadores a baja temperatura (5°C
aproximadamente) para ser utilizado en la IA. Se ha demostrado que
dependiendo de los ingredientes utilizados para hacer un diluyente, este tendra
diferente capacidad para conservarlo (Sexton, 1988). La criopreservacion
involucra la suspension del semen en diluyentes con crioprotectores, ésta
técnica permite su almacenamiento de manera “indefinida” en nitrogeno liquido
permitiendo la creacion de un banco de genes, con un facil manejo posterior
(Bakst, 1990; Wishart, 1989).

La conservacion espermatica en fresco y/o mediante la criopreservacion
es una herramienta de la reproduccion asistida que se ha perfeccionando con
ese proposito, sin embargo existen riesgos que estan aunados a estas técnicas
como lo es el aspecto higiénico y/o la transmision de enfermedades, los cuales
deben ser considerados (Thiber y Guerin, 2000).

2.1.1. Conservacién en fresco.
Los espermatozoides de gallo pueden ser conservados con

capacidad fertilizante hasta por 24 horas. Para esto, es necesario proporcionar
al menos una provision de oxigeno, suplir la fructosa o glucosa en el diluyente,
mantener el pH en intervalos de 6.0 a 8.8, mediante amortiguadores con una
mezcla de sales de fosfatos, citratos y/o amortiguadores organicos como el
BES (N,N-bis(2 hidroxiethil)-2aminoetano de acido sulfénico) y el TES (N-
tris(hidroximetil) metil-2-aminoetano de &cido sulfénico) (Donoghue y Wishart,
2000). La osmolaridad del diluyente esta asociada a cambios morfolégicos de
la estructura espermatica y variaciones de ésta pueden presentarse durante el
enfriamiento del semen. El intervalo ideal para espermatozoides de aves es
entre 250 a 460 mOsm kg™ H,O y se debe mantener a temperatura de 5-7°C
(Bakst, 1990; Etches, 1996). Se ha demostrado que el semen almacenado en
liguido hasta por 6 horas (pavos) y 24 horas (gallos), presenta niveles de

fertilidad comparables al realizar 1A con semen fresco (Donoghue y Wishart,



2000). Aun cuando no es almacenado en las condiciones ideales, después de 4
h de conservacion en fresco a 5°C tiene capacidad fertilizante, aunque reducida
drasticamente (Bilgili y col 1987). Algunas de las causas reportadas, son la lisis
y peroxidacién de lipidos del espermatozoide y el plasma seminal debido al
metabolismo enddgeno del espermatozoide que puede inducir alteraciones en
la movilidad, membrana plasmatica, estructura y el metabolismo propio del
espermatozoide (Douard y col 2004; Blesbois y col 1999; Douard y col 2000),
asi como su capacidad fertilizante (Long y Kramer, 2003). En pavos, también
se ha observado que el incremento del pH debido a la alta tasa de respiracion
espermatica, se refleja de manera negativa después de 4 h de conservacion,
reduciendo su capacidad fertilizante (Pinto y col 1984 y 1985). Se ha
demostrado que la conservacion en fresco en diluyentes, con el plasma
seminal, este reduce la peroxidacion de lipidos (Surai y col 1998).

La agitacion durante ciertos periodos es un factor que también
contribuye a conservar la capacidad fertilizante de los espermatozoides (Bakst
y Cecil, 1992). Otros, son la temperatura y el tiempo de conservacion, ya que
se ha demostrado que los espermatozoides de gallo y pavo, son capaces de
mantener reservas de energia en forma de ATP, mediante la glucolisis y
respiracion, con valores 0ptimos de estos parametros, a temperaturas de 5 °C y
no asi a 40 °C (Wambeke y Huyghebaert, 1989). En otro estudio con
espermatozoides de gallo, se evalud la viabilidad del semen fresco conservado
a 4°C, en un periodo entre 0 y 24 h post eyaculacién, observando una
disminucién de la viabilidad en un intervalo de 93 al 65 % aproximadamente
(Chalah y Brillard, 1998).

Al evaluar en el semen de pinguinos (Spheniscus magellanicus) el efecto
de la conservacion en fresco a 4°C y 21°C, en el diluyente Beltsville Poultry
Semen Extender (BPSE) (Sexton, 1977), se observé que en ambas
temperaturas la viabilidad espermética se comportan de manera similar, con un
valor del 90 % a las 0 h y del 75 % 3 h después, el porcentaje de morfologia
normal, en 55% a las 0 h y 35 % después de 3 h, sin encontrar diferencias por
concepto de la temperatura a la que fueron conservadas las muestras (O"Brien
y col 1999).



En patos (Anas acuta) se ha logrado la conservacion espermatica en
fresco a 5 °C con capacidad fertilizante, mostrando ser una manera eficiente
para almacenarlo por corto tiempo (Penfold y col 2001).

Otro factor que influye en la conservacion en fresco de los
espermatozoides es la tasa de dilucion, es por esto, que se han realizado
estudios para determinar la dilucién 6ptima para obtener los mejores resultados
de fertilidad. En espermatozoides de gallo, se ha demostrado que la mejor
diluciéon fue en proporcion de 1:2 semen-diluyente, conservandolo el menor
tiempo posible (1 h) después de eyaculado. Los mejores resultados de fertilidad
fueron de 84.8% vs 87.2%, para semen diluido y fresco respectivamente
(Pereira y col 1999). Se determinaron porcentajes de fertilidad mayores del
88% con proporciones de dilucion 1:4 semen diluyente BPSE conteniendo 100
millones de espermatozoides (Sexton, 1977). En pavos, se ha demostrado que
con una dilucion de 1:4 semen-diluyente se logra mantenerlo con capacidad
fertilizante de manera 6ptima hasta por 6 h a 5 °C (Wambeke y Huyghebaert,
1989).

2.1.1.1. Diluyentes.
Los diluyentes son amortiguadores usados para mantener la viabilidad

del espermatozoide in vitro y maximizar el niumero de hembras inseminadas
(Donoghue y Wishart, 2000).

Se utilizan mezclas de fosfatos, citratos y moléculas organicas como el
BES y TES para mantener el intervalo optimo de pH y optimizar la
concentracion de iones de hidrogeno en el fluido de los espermatozoides
(Donoghue y Wishart, 2000; Etches, 1996; Bakst, 1990), asi como otros
compuestos para regular la osmolaridad ademas de diferentes sustratos
energéticos cuya composicion tiene como modelo la del mismo plasma
seminal, por ejemplo, la utilizacion del &cido glutdmico, como principal
constituyente anionico, y que es un ingrediente comun en estos diluyentes; su
funcion bioldgica in vivo no se ha precisado, lo que si se sabe es que ayuda a
regular la presidon osmoética del semen y actia como quelante. Esto es

particularmente importante si consideramos que el semen de las aves es



extremadamente viscoso y concentrado (de 3 a 7 X10° espermatozoides/ml)
(Bakst, 1990).

Aunque el intervalo de tolerancia en pH para los espermatozoides de
aves es amplio, un pH &cido, reduce la movilidad, la produccién de &cido lactico
y el consumo de oxigeno, mientras que un pH alcalino aumenta el metabolismo
y en ambos casos se reduce sensiblemente la fertilidad de los espermatozoides
(Donoghue y Wishart, 2000).

Con respecto a la osmolaridad, el semen de aves puede permanecer de
250 a 460 mOsm kg* H,O, a menor osmolaridad los espermatozoides se
deforman en la region de la cabeza, ademas de presentar cuellos doblados y a
mayor osmolaridad, se deshidratan, en ambos casos esto ocasiona una
disminucién de su capacidad fertilizante (Donoghue y Wishart, 2000). También
se ha demostrado que al mantener a los espermatozoides en condiciones
extremas de osmolaridad, se ocasiona la remocioén de proteinas superficiales,
gue pueden estar relacionadas con eventos especificos durante la fertilizacion
(Steele y Wishart, 1996).

También se ha observado que al utilizar un diluyente con una viscosidad
similar a la del semen, se obtienen mejores resultados de fertilidad, comparado
con semen diluido de manera convencional (semen-diluyente 1:4) con diferente
viscosidad (Bootwalla y Froman, 1988).

A pesar de que el diluyente BPSE fue desarrollado principalmente para
la criopreservacion, ha sido ampliamente utilizado para la conservacion en
fresco hasta por 24 h de semen diluido, tanto en especies domésticas como
silvestres.

El semen de gallo, se ha mantenido con 6ptima movilidad y capacidad
fertilizante, después de conservado por 36 h a 40 °C en un medio compuesto
con un fluido de embrién de pollo de un cultivo de 5 dias, sugiriendo que
factores de bajo peso molecular (1 kDa) en el medio, afectan de manera
negativa la estructura de la membrana plasmatica del espermatozoide y que en
los mismos indicadores, fracciones con alto peso molecular (50 kDa) conservan
esta habilidad, proporcionandole estabilidad a la membrana plasméatica del
espermatozoide (Ashizawa y Katayama, 1992; Blesbois y Reviers, 1992).

También, se ha demostrado en los diluyentes convencionales utilizados

para aves, que la adicion de substancias como la albumina sérica bovina,



ayuda a mantener por mayor tiempo y con una alta calidad los valores de
movilidad espermatica del semen conservado en fresco a 7 °C por 24 h (Bakst
y Cecil, 1992a).

En la actualidad, con los diluyentes desarrollados pueden conseguirse
diferentes resultados de fertilidad, dependiendo de los ingredientes utilizados,
tiempo de conservacion, protocolo de IA, especie utilizada. Esto significa que
en cada caso es necesario probar diferentes medios y condiciones, con el

proposito de lograr los mejores resultados.

2.1.2. Criopreservacion.
La tecnologia para la criopreservacion espermatica se ha desarrollado

desde hace aproximadamente 50 afios. Las diferencias fisiologicas de las
células espermaticas entre las especies e incluso entre individuos, aun
representa un problema sin resolver (Holt, 2000). A pesar de los esfuerzos
realizados en el campo de la criopreservacién espermatica, pocas técnicas

permiten supervivencias elevadas (Hofmo y Almlid, 1991).

La estandarizacion de un protocolo para la criopreservacion
espermatica, es un requisito para la reproduccion de lineas puras y mantener el
germoplasma de generaciones en bancos de semen (Bakst 1990; Tselutin y col
1995). La preparacion de los espermatozoides para la criopreservacion
requiere la implementacion de la metodologia para realizar dicho
procedimiento, y la adicion de criopreservadores a los diluyentes para la
conservacion en fresco (Etches, 1996). El proceso de criopreservacion
requiere: 1) Seleccion de un diluyente apropiado; 2) Seleccion de un
crioprotector; 3) Determinacion de las tasas de congelacion y descongelacion;
4) Procedimiento para remover sustancias que afecten la capacidad fertilizante
(Buss, 1993).

La criopreservacion expone al espermatozoide a bajas temperaturas no
fisiologicas y los crioprotectores son substancias que tienen un cierto efecto
citotoxico. Ambos factores inducen cambios como la organizacion lipidica de la
membrana plasmatica, modificacion de la cinética enzimatica y alteracion de
proteinas membranales y carbohidratos en la superficie espermatica. Estas
modificaciones pueden interferir con el proceso de fertilizacion, ya que se ha

demostrado que los carbohidratos tales como N-acetilglucosamina, acido



sialico y manosa, juegan un importante papel en la interaccion espermatozoide-
ovocito en las aves (Watson 2000; Steel y Wishart, 1996; Robertson y col 2000;
Xia y col 1988). Al evaluar en espermatozoides de gallo, criopreservados con
etilenglicol (EG) y descongelados a 41°C, el efecto de la criopreservacién en el
metabolismo espermatico, se observé que la oxidacion de glucosa disminuye,
el succinato se incrementa y el glutamato se mantiene (Ochkur y col 1994).
Dependiendo de la técnica utilizada, sera la alteraciéon producida y se reflejara
en el transporte eficiente en el tracto de la hembra y su capacidad fertilizante,
observando diferencias entre especies, ya que los ambientes quimicos y
osmoticos son diferentes entre ellas (Holt, 2000a). Es importante sefialar que el
disefio del recipiente para conservar los espermatozoides en el proceso de
congelacion influye en la difusion de la temperatura lo cual se reflejara en la

viabilidad espermética después de la descongelacién (Weitze y col 1988).

Los espermatozoides de las aves tienen una gran tolerancia para
soportar cambios bruscos de temperatura, conservando un nivel aceptable de
movilidad espermatica posterior a un “Shock térmico” de 40 °C a 3°C, y de -
76°C hasta -196°C (Fujihara y Ohboshi, 1991). En contraste, se han descrito
protocolos que utilizan una tasa de congelacion de 1°C/min hasta -70 °C
(Wishart, 1989; Fujihara y Buckland, 1987).

Se ha demostrado que el lavado post descongelacion para retirar el
crioprotector, no altera la capacidad fertilizante del semen, sin embargo su
almacenamiento previo por 4 a 24 h, altera de manera negativa su capacidad
fertilizante (Van Voorst y Lenstra, 1995).

La criopreservacion es un procedimiento con alto interés para conservar
el germoplasma, ademas de permitir diseminar el germoplasma de una mejor
manera y hacer evaluaciones especificas previas del semen que se esta
conservando y se desea utilizar (Tajima y col 1990). Es importante mencionar
gue existen particularidades propias de cada especie y de cada ejemplar, como
puede ser la edad, que permitirdn obtener resultados diferentes en los
espermatozoides criopreservados para conservar su capacidad fertilizante
(Holt, 2000; Lukaszewicz, 2002). La criopreservacion de muestras
heteroespérmicas y eyaculados de manera individual es una practica comun

que se realiza con los mismos protocolos y se utiliza en especies domésticas



(Tselutin y col 1995; Tselutin y col 1999; Douard y col 2000) y silvestres (Gee y
Sexton, 1990; Lukaszewicz, 2001).

2.1.2.1. Crioprotectores.
En la actualidad, los crioprotectores conocidos se dividen en dos grupos,

los que atraviesan la membrana celular tales como glicerol, eritreitol, adonitol,
dimetilsulféxido (DMSO) y dimetilacetamida (DMA) y los que acttan desde el
exterior de la célula, como la glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa y
polivinilpirrolidona (PVP), los cuales han sido estudiados Unicamente en
espermatozoides de mamifero (Bakst, 1990; De Leeuw y col 1993; Neubert y
Menger, 1981; Wolfe y col 2001). EI DMSO es uno de los mas utilizados para la
criopreservacion del semen de aves silvestres como grullas (Chlamydotis
undulata) (Hartley y col 1999), pinglinos (Spheniscus magellanicus) (O'Brien y
col 1999), Gansos (Anas spp) (Tai y col 2001) y rapaces (Falco peregrinus,
Aquila adalberti y Hiernaetus fasciatus) (Blanco y col 2000).

La funcion de los crioprotectores consiste en proteger la membrana
plasmatica de los espermatozoides para reducir el efecto de la excesiva
concentracion extracelular de solutos y evitar o disminuir la formacion de
cristales intra y extracelulares durante la descongelacion, los cuales pueden
producir dafios en la estructura espermatica (Holt, 2000; Bakst, 1990; Mazur,
1984).

DMSO vy glicerol son los crioprotectores mas utilizados para semen de
aves domeésticas, sin embargo con el uso del glicerol se dafia la mucosa del
tracto de la hembra (Hammerstedt y Graham, 1992), ademas de disminuir la
tasa de movilidad espermatica e incrementar el porcentaje de espermatozoides
muertos y con morfologia anormal en el tracto de la hembra mostrando
entonces un efecto anticonceptivo (Spreen y col 1990; Long y Kulkarni, 2004;
Gill 'y col 1996). Por otra parte, al evaluar la viabilidad del semen
criopreservado con DMSO, en un intervalo de tiempo entre 0 y 24 h post
descongelacién, se determind una disminucion de la viabilidad del 55 al 40 %

aproximadamente (Chalah y Brillard, 1998).



2.2. Evaluacién espermaética.
La evaluacion del semen es requerida en la IA por dos razones. Primero

proporciona informacion de la calidad del semen y segundo, proporciona una
idea de la concentracion espermatica en eyaculados posteriores. El objetivo de
la evaluacion es predecir la capacidad fertilizante de los espermatozoides,
avalado con el andlisis de la viabilidad, morfologia y actividad metabdlica
(Donoghue y Wishart, 2000; Etches, 1996). Los indicadores anteriores
evaluados en conjunto se conocen como Indice de Calidad Espermatica, lo cual
se relaciona de manera positiva con la prediccion de la capacidad fertilizante de
los espermatozoides (Parker y col 2000 y 2002).

El volumen seminal que se obtenga, en conjunto con la concentracion
espermatica, son requeridos para determinar las tasas de dilucion apropiadas
para la IA (Parker y McDaniel, 2003). La movilidad espermética es también
evaluada comunmente de manera general, aunque no necesariamente esta
correlacionada con la capacidad fertilizante (Etches, 1996). Las caracteristicas
de los espermatozoides son de gran importancia, ya que el plasma seminal, en
el tracto de la hembra puede diluirse y dispersarse pronto entre las secreciones
del oviducto. Aun mas, los diluyentes artificiales se usan exitosamente en 1A'y
el medio transportador puede diferir ampliamente del medio natural y adn ser
efectivo. De ahi que el plasma seminal puede ser esencial 0 no, solo para la
supervivencia de los espermatozoides dentro del macho y actuar como medio
para su transferencia hacia la hembra (Gilbert, 1996).

Se ha incrementado el uso de técnicas in vitro para determinar el efecto
de la conservacion como el dafio por criopreservacion y que ademas pueden
estar correlacionadas con la capacidad fertilizante del espermatozoide, entre
estas estan: la morfologia por microscopia de luz y electrénica, movilidad,
prueba de resistencia osmdética, tasa de utilizacion de oxigeno, niveles de ATP,
peroxidacién de lipidos, integridad de membrana plasmética, viabilidad por
tincion y union (Donoghue, 1999; Donoghue y Wishart, 2000) y penetracion in
vitro de proteinas en la MPV (Barbato, 1998; Hammerstedt, 1996).

Por otra parte, en un estudio para seleccionar machos, en donde se
analizé la movilidad espermatica del eyaculado de 169 gallos, se concluyé que
diferencias en la movilidad espermatica entre machos, influyen en la fertilidad y
almacenamiento (Donoghue y Donoghue, 1997).



En otro tipo de estudios, par evaluar el efecto in vitro de estrés hipo-
osmoético, en espermatozoides de pavo, se observd que resultan en una
susceptibilidad de dafilo membranal por efecto de la baja temperatura del
almacenamiento (Donoghue y col 1996).

En espermatozoides de gallos (Blesbois y col 1999) y pavos (Douard y
col 2000), se han demostrado cambios cuantitativos y cualitativos en la
composicion lipidica durante el almacenamiento a 5°C. Sugiriendo alteraciones
del metabolismo enddgeno y peroxidacion que se reflejan en la calidad del
semen durante su almacenamiento in vitro.

Por otra parte, se ha demostrado que los cambios en la composicion y
proporcion de fosfolipidos en espermatozoides de gallo, se relaciona con la
capacidad fertilizante, observando que la movilidad estd correlacionada de
manera positiva con el nivel de fosfolipidos y de manera negativa con el
colesterol libre. La proporcion total de fosfolipidos se incrementa hasta las 39
semanas de edad y después decrece significativamente (Cerolini y col 1997).

El contenido relativo de colesterol libre y triglicéridos no presenta
cambios durante la edad y fertilidad. Los &cidos grasos libres y ésteres de
colesterol se incrementan continuamente con la edad. La fosfatidil colina y
fosfatidil serina estan correlacionadas con la edad de manera positiva y con la
fertiidad de manera negativa. La relacion de fosfatidil etanolamida disminuye
significativamente durante el periodo reproductivo, existiendo ademas una
correlacion positiva entre la fertilidad y el total de fosfolipidos. Los lipidos y
composicion de los acidos grasos del espermatozoide son importantes para
predecir la capacidad fertilizante (Cerolini y col 1997).

En las técnicas de criopreservacion, comunmente se evalla el efecto de
los crioprotectores, su concentracion, tiempo de equilibrio y procedimiento para
descongelar, mediante la evaluacion esperméatica basica y capacidad
fertilizante (Baks, 1980; Van Voorst y Leenstra, 1995a; Tselutin y col 1999;
Wishart y Wilson, 1999), asi como en indicadores de evaluacion especifica
como parametros de metabolismo energético como la actividad mitocondrial
(Ochkur y col 1994) y cambios en la proporcién y composicién de fosfolipidos

membranales (Blesbois y col 1999; Douard y col 2000).



3.- Justificacion.
La caceria para conseguir carne, plumas o pieles, la destruccion del

hébitat natural, el tréfico ilegal de especies y la escasa educacion ambiental, ha
llevado a la extincion de muchas especies.

Por otra parte, aunque la reproduccion asistida es una alternativa para
contribuir a la reproduccién eficiente de las especies domésticas y ayuda a la
conservacion de especies silvestres, aun no existen técnicas eficientes de
criopreservacion espermatica. Se sabe que la criopreservacion es
significativamente letal para los espermatozoides, ademas de producir
alteraciones morfolégicas y fisioldgicas que interfieren con su capacidad
fertilizante y se requiere de la adaptacion de esta técnica en particular para
cada especie, ademas de lograr protocolos mas eficientes para conservar su
integridad. Existen como en el caso de los mamiferos las técnicas de FIV,
inseminacion subzonal e inyeccion intracitoplasmica lo cual cuestiona el
requerimiento de la integridad espermatica (Holt, 2000). En las aves aun no
estan desarrolladas técnicas de este tipo por lo cual, se necesita hacer
métodos de criopreservacion eficientes. La criopreservacion ha permitido la
creacion de bancos de semen de diferentes especies animales exéticas que
pueden estar o no en peligro de extincion y en las cuales aiun no se ha
desarrollado plenamente la reproduccion asistida (Tselutin y col 1995; Holt,
2000; Thiber y Guerin, 2000).

Existen investigaciones sobre este tema, sin embargo, no existen los
suficientes trabajos que integren la evaluacién basica que se realiza al semen
en los centros de IA, con la fisiologia espermatica y la capacidad fertilizante de
los espermatozoides recién eyaculados y/o criopreservados de aves. Con estos
antecedentes surge la necesidad de proponer protocolos de criopreservacion y
la utilizacion de diferentes crioprotectores, que permitan conservar de manera
viable los espermatozoides de las aves como los faisanes como especie
alternativa de producirse de una manera intensiva, con ayuda de las técnicas
de reproduccion animal asistida, o como las aves rapaces, que estan
protegidas por la normatividad nacional y de la cual ademas existe un interés
particular por los cetreros (Niesters, 2000; NOM-059-ECOL-1994). Por todo

esto, se propone investigar este tema como proyecto de tesis.






4.- Hipotesis.

La movilidad, viabilidad, morfologia espermatica, se modificaran al
someterse a condiciones fisicas (temperaturas de 5°C a — 196°C) y quimicas
(crioprotectores: DMSO y PVP). Sin embargo, la proporcion de esta
modificacion dependera del efecto del crioprotector, por lo cual, los
espermatozoides recién eyaculados y conservados con crioprotectores con
diferente mecanismo de accién, mostraran indicadores distintos lo cual se
reflejara en la capacidad fertilizante de éstos.

La membrana plasmatica de los espermatozoides criopreservados se
modificara de diferente manera con cada uno de los crioprotectores utilizados y

en cada una de las especies estudiadas.



5.- Objetivos.

5.1. Objetivo general.

Determinar los indicadores de evaluacion basica y distribucion de
carbohidratos en la superficie de espermatozoides en fresco y descongelados
de: Gallo (Gallus domesticus), Faisan de collar (Phasianus colchicus) y Halcén
(Buteo jamacensis); y capacidad fertilizante en espermatozoides de G.

domesticus y Ph. colchicus.

5.1.1.- Objetivos particulares.

-Comparar los crioprotectores DMSO y PVP en espermatozoides de
gallo, faisan y halcon.

-Comparar los indicadores de evaluacion espermatica, distribucion de

carbohidratos membranales y fertilidad de los espermatozoides.

-Determinar mediante la inseminacion artificial, la capacidad fertilizante

de los espermatozoides descongelados.

-Evaluar la criopreservacion de espermatozoides de gallos, para

utilizarse como modelo para espermatozoides de otras especies de aves.

-Comparar el efecto de criopreservar muestras heteroespérmicas o

eyaculados individuales.



6.- Material y métodos.
Para el desarrollo de este estudio, se utilizaron cinco gallos y cinco

gallinas (G domesticus), por existir antecedentes de diferentes técnicas de
criopreservacion y el uso de varios crioprotectores. Como representantes de
especies silvestres, se utilizaron faisanes de collar (P colchicus), cinco machos
y cinco hembras; también se utilizaron cuatro machos de halcon cola roja
(Buteo jamaicensis); en estas dos especies, no existen antecedentes de
criopreservacion espermatica. Los ejemplares se alojaron individualmente,
expuestos a fotoperiodo natural. Se alimentaron ad libitud gallos y faisanes con
dieta comercial para aves de postura, los halcones, con alimentacion
convencional (200 g de pollo/dia). La obtencién del semen se realiz6 durante la
estacion reproductiva natural de gallinaceas, febrero a mayo y halcones abril y
mayo, en la region central de México.

Para la realizacion de los experimentos, todos los reactivos se
adquirieron de Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA).

6.1. Experimentos y tratamientos.
Experimento 1.- Se determinaron los indicadores de evaluacion

espermatica basica en espermatozoides en fresco y post descongelacién con
DMSO y PVP, de cada una de las especies estudiadas.

Experimento 2.- Se determind la capacidad fertilizante in vivo, de los
espermatozoides en fresco y descongelados de gallos y faisanes.

Experimento 3.- Se evalué la distribucion de los carbohidratos N-acetil
glucosamina, &cido sialico y manosa, en la superficie membranal de los
espermatozoides en fresco y criopreservados.

Experimento 4.- En gallos y faisanes, se compar0, el efecto de
criopreservar con el mismo protocolo, muestras heteroespérmicas y eyaculados

de manera individual de cada una de estas especies.

6.2. Obtencion de semen y muestras heteroespérmicas.
El semen se obtuvo con la técnica de masaje descrita para aves

domésticas por Burrows y Quinn, (1937). Esta técnica se adaptd para faisanes



y halcones, realizando el masaje de manera mas intensa en la region lumbar y
en el contorno de la cloaca para ayudar a exponer la papila eréctil. Las
muestras heteroespérmicas se prepararon mezclando en un mismo recipiente
los eyaculados de cinco ejemplares de la misma especie y ajustando a un
volumen de 500 pl para gallos y 100 ul para faisanes. EI semen se obtuvo de
cada ejemplar una vez por dia, durante los 45 dias que duré el estudio. Todos
los eyaculados y muestras heteroespérmicas, se evaluaron en fresco.
Unicamente se utilizaron eyaculados con evaluacion béasica dentro de los
indicadores normales (Garner, 2002). Posteriormente, se mezclaron con el
diluyente BPSE a 5°C (Sexton, 1977) para continuar con el proceso de

criopreservacion o ser utilizadas para la IA.

6.3. Evaluacion seminal basica.
El semen se colecté con una micropipeta graduada, con la cual se

determiné el volumen eyaculado. La concentracion se determind por
microscopia oOptica, con una camara de Neubauer y haciendo la relacion con el
volumen. La movilidad se evalué a 400 aumentos en un microscopio invertido,
en diferentes areas del portaobjetos, para estimar un porcentaje. La viabilidad y
morfologia se evaluaron en una misma preparacion, con una tincion vital de E-
N (1% eosina y 5% nigrosina) haciendo una mezcla con tres partes de semeny
una de colorante; en cada preparacion, se evaluaron en diferentes areas del
porta objetos hasta contar 200 ceélulas con un microscopio Optico para
determinar el porcentaje de espermatozoides vivos (no tefiidos) al momento de
hacer la preparacion a 400 aumentos. La morfologia, se evalu6 a 1000
aumentos, utilizando aceite de inmersion, las anormalidades fueron: Micro y
macro cabezas, distencion y/o doblamientos en cabeza o pieza media y colas
enrolladas y/o dobladas (Bakst, 1980).

6.4. Evaluacién de los carbohidratos membranales.
La distribucién de carbohidratos de membrana se evalué por métodos

microscépicos, siguiendo la técnica descrita por Fierro y col (1996). Se
utilizaron lectinas conjugadas a isotiocionato de fluoresceina (FITC): Triticum

vulgaris aglutinina (WGA), que se une a residuos de N-acetilglucosamina y/o



acido sialico; y Canavalina ensiformis aglutinina (Con-A), especifica para
residuos de manosa. Se incubaron por 30 min a temperatura ambiente
alicuotas de 5X10° espermatozoides con 5ul de lectina a una dilucién 1:50. Se
lavaron con PBS, posteriormente se centrifugaron a 600g por 5 min para retirar
el sobrenadante y fijar con paraformaldehido al 1 % el paquete celular. Se
realizd un control negativo para cada muestra incubando a las lectinas con sus
respectivos azucares antes de ponerse en contacto con los espermatozoides.
De este paquete marcado se hicieron preparaciones para ser analizadas al
menos 100 células por preparacion a 1000 aumentos en un microscopio de
fluorescencia a 260 nm, y determinar los patrones de fluorescencia y la

proporcion de espermatozoides tefidos.

6.5. Evaluacion de fertilidad.
Se inseminaron cinco gallinas y cinco faisanas con 0.5 ml cada una con

semen fresco una vez por semana y con semen descongelado una vez cada
tercer dia. La IA se realiz6 durante el periodo natural de postura, durante tres
semanas consecutivas. Todos los huevos obtenidos se incubaron a 37.7 °C
durante siete dias. Transcurrido este tiempo se confirmd la fertilidad mediante
ovoscopia (Blake y col 1987; Van Voorst y Leenstra, 1995). Para esta prueba

s6lo se usaron muestras heteroespérmicas.

6.6. Procedimiento de criopreservacion (congelacion y descongelacion).
Los crioprotectores utilizados, fueron: DMSO por ser uno de los mas

utilizados en especies domésticas y exoticas. PVP que es un crioprotector con
un mecanismo de accion distinto al anterior.

El procedimiento se hizo con base en dos técnicas (Hartley y col 1999;
O’Brien y col 1999). El semen se congel6 en una solucién de BPSE al 3 % con
DMSO 6 6% de PVP de eyaculados de cualquiera de las tres especies, 0
muestras heteroespérmicas de gallo o faisan. El semen se diluyé con BPSE a
5°C en una proporciéon 1:4. Después de 15 minutos de equilibrio, se hizo una
segunda dilucibn con BPSE y DMSO o PVP en una proporcion 1:1, con 3
minutos de equilibrio a 5°C. Gotas de 150 pl, se dejaron caer directamente en

cavidades concavas de hielo seco a -76 °C. Las gotas congeladas se



depositaron en criotubos, para ser almacenadas a —196 °C en nitrdgeno

liquido. Las muestras se descongelaron en BPSE a 5°C durante cinco minutos.

6.7. Andlisis estadistico.
La comparacion estadistica de los porcentajes de movilidad, viabilidad,

morfologia espermatica y distribuciéon de los carbohidratos en la superficie
membranal, entre las muestras, se realizdé con la prueba T. Student, con el
programa informatico STATISTICA ®. La comparacién de los indicadores de
fertilidad, se realiz6 mediante la prueba de X*



7.- Resultados.
Se colectaron 20 muestras heteroespérmicas de gallos y faisanes,

también se colectaron de manera individual 20 eyaculados de cada una de las
tres especies estudiadas. De cada uno de estos grupos, 10 fueron
criopreservadas con DMSO y 10 con PVP. En todos los casos se analizaron en

fresco y post criopreservacion.

7.1. Evaluacién seminal de muestras heteroespérmicas de gallo.
El volumen de las muestras heteroespérmicas en todos los casos fue de

500 pl, las cuales tuvieron una concentracion de 1.7 + 0.3 X 10°
espermatozoides/ml. El promedio de la concentracibn espermatica de las
muestras criopreservadas fue de 66.7 + 9 X 10° espermatozoides / 150 pl. Con
respecto a los indicadores de la evaluacion espermatica, en el cuadro 3 se
observa que los indicadores en fresco fueron superiores con diferencia
estadistica con respecto a los determinados post criopreservaciéon con
cualquiera de los crioprotectores.

7.2. Indicadores de la evaluacion seminal de eyaculados individuales de
gallo.

El volumen de cada eyaculado en promedio fue de 135 £ 13.1 pl, con
una concentraciéon espermatica de 2.4 + 0.2 X 10° espermatozoides / ml. Las
muestras criopreservadas tuvieron una concentracion promedio de 51.6 + 11.6
X 10° espermatozoides / 150 pl. En el cuadro 4 se muestran indicadores de
evaluacion espermatica en los cuales se observé que los valores determinados
en fresco fueron superiores a los determinados en las muestras post
criopreservacion. Los indicadores de viabilidad y morfologia normal
determinados en muestras descongeladas estan dentro de los normales de

cada especie.



Cuadro 3. Promedios de movilidad, viabilidad y morfologia normal de muestras
heteroespérmicas en fresco y post criopreservacion, con
dimetilsulféxido (DMSO) o polivinilpirrolidona (PVP), de gallo (Gallus

domesticus).
__Fresco _DMSO __PVP
Indicador/Variable X = DE X + DE X + DE
(%) (n = 20) (n = 10) (n = 10)
Movilidad 80.7 + 1.0% 52.5 + 10.0° 315 + 2.4°
Viabilidad 94.0 + 0.0% 84.7 + 1.4° 89.2 + 1.5°
Morfologia 97.8 + 1.0 940 + 1.3 942 + 14

normal

Promedios con distinto superindice, entre columnas, presentan diferencia estadistica (p<0.05)
n = nimero de muestras heteroespérmicas. Cada muestra con semen de 5 ejemplares.
El tiempo de congelacion fue de por lo menos cuatro meses.

Cuadro 4. Promedios de movilidad, viabilidad y morfologia normal, de
eyaculados individuales en fresco y post criopreservacion, con
dimetilsulféxido (DMSO) o polivinilpirrolidona (PVP), de gallo (Gallus
domesticus).

__Fresco __DMSO ___PVP
Indicador/Variable X = DE X = DE X = DE
(%) (n =20) (n=10) (n=10)
Movilidad 845 + 2.12 36.0 £ 3.9 36.0 £+ 45
Viabilidad 98.2 + 0.22 948 + 1.0 93.8 + 0.9
Morfologia 98.1 + 0.42 96.3 + 1.5% 95.1 + 1.1°

normal

Promedios con distinto superindice, entre columnas, presentan diferencia estadistica (p<0.05)
n = nimero de eyaculados individuales y/o muestras, obtenidos de cinco ejemplares.
El tiempo de congelacion fue de por lo menos cuatro meses.



7.3. Evaluacién seminal de muestras heteroespérmicas de faisan.
El volumen de las muestras heteroespérmicas en todos los casos fue de

100 pl, las cuales tuvieron una concentracion de 1.5 + 0.1 X 10°
espermatozoides / ml. El promedio de la concentracion espermatica de las
muestras criopreservadas fue de 21.2 + 3.8 X 10° espermatozoides / 150 pl.
Con respecto a los indicadores de la evaluacion espermatica, en el cuadro 5 se
observa que la movilidad espermatica se redujo aproximadamente un 50 % en
las muestras descongeladas y los indicadores de viabilidad y morfologia

espermatica, estuvieron dentro de los intervalos normales.

Cuadro 5. Promedios de movilidad, viabilidad y morfologia normal, de
muestras heteroespérmicas en fresco y post criopreservacion, con
dimetilsulféxido (DMSO) o polivinilpirrolidona (PVP), de faisan de
collar (Phasianus colchicus).

Fresco DMSO PVP
Indlcad?(%;/arlable X + DE X + DE X + DE

(n =20) (n =10) (n =10)
Movilidad 84.0 £ 0.72 405 + 4.9 37.0 + 4.2
Viabilidad 929 + 2.1 83.5 + 2.2° 89.8 + 2.1
Morfologia 96.7 + 0.42 89.4 + 3.7° 93.9 + 1.7°

Normal

Promedios con distinto superindice, entre columnas, presentan diferencia estadistica (p<0.05)
n = nimero de muestras heteroespérmicas. Cada muestra con semen de 5 ejemplares.
El tiempo de congelacion fue de por lo menos cuatro meses.

7.4. Evaluacién seminal de eyaculados individuales de faisan.
El volumen de cada eyaculado en promedio fue de 17.6 £ 2.2 ul, con una

concentracién espermatica de 2.3 + 0.3 X 10° espermatozoides / ml. Las
muestras criopreservadas tuvieron una concentracion promedio de 34.8 + 13.1
X 10° espermatozoides / 150 pl. En el cuadro 6, se muestra que los indicadores
de movilidad, viabilidad y morfologia normal presentaron indicadores inferiores
con respecto a los valores de los eyaculados en fresco, estando dentro del

intervalo normal los valores de viabilidad y morfologia normal.



Cuadro 6. Promedios de movilidad, viabilidad y morfologia normal, de
eyaculados individuales en fresco y post criopreservacion, con
dimetilsulféxido (DMSO) o polivinilpirrolidona (PVP), de faisan de
collar (Phasianus colchicus).

_Fresco _DMSO L PVP
Indicador/Variable X + DE X + DE X + DE
(%) (n =20) (n =10) (n =10)
Movilidad 825 + 0.7 420 + 115 340 + 45
Viabilidad 97.7 + 0.42 934 + 1.2 94.7 + 1.3
Morfologia 97.2 + 0.22 953 + 04 949 + 15

normal

Promedios con distinto superindice, entre columnas, presentan diferencia estadistica (p<0.05)
n = nimero de eyaculados individuales y/o muestras, obtenidos de cinco ejemplares.
El tiempo de congelacién fue de por lo menos cuatro meses.

7.5. Indicadores de la evaluacion seminal de eyaculados individuales de
halcén.

Se analizaron en fresco 20 eyaculados individuales; se criopreservaron y
analizaron diez eyaculados con cada uno de los crioprotectores. El volumen del
eyaculado que se midi6 en todos los casos fue inferior a 5 pl, con una
concentracién espermatica entre 5 y 50 X10° espermatozoides/eyaculado. La
concentracion espermatica de las muestras criopreservadas fue en promedio
de 6.05 X10° espermatozoides/50 pl. En el cuadro 7 se observa que los
promedios de movilidad, viabilidad y morfologia normal determinados en fresco
fueron superiores comparados con los valores determinados post

criopreservacion con DMSO o PVP.

Cuadro 7. Movilidad, viabilidad y morfologia normal, de eyaculados
individuales en fresco y post criopreservacion, con dimetilsulfoxido



(DMSO) o polivinilpirrolidona (PVP) de halcon cola roja (Buteo
jamaicensis).

Fresco DMSO PVP
Indlcado(;éVanable _X + DE X + DE X + DE

(n=20) (n=10) (n=10)
Movilidad 67.0 + 7.0% 34.0 + 3.9 39.0 + 7.3
Viabilidad 89.0 + 45 82.0 + 6.0 83.3 + 2.8
Morfologia 956 + 0.72 925 + 2.2° 82.7 + 3.2°

normal

Promedios con distinto superindice, entre columnas, presentan diferencia estadistica (p<0.05)
n = ndmero de eyaculados individuales y/o muestras, obtenidos de cuatro ejemplares.
El tiempo de congelacion fue de por lo menos cuatro meses.

7.6. Comparacion de los indicadores de movilidad espermaética, en fresco
y post criopreservacion, de muestras heteroespérmicas y eyaculados
individuales de las especies estudiadas.

Los promedios de movilidad espermatica en fresco de los eyaculados y
muestras heteroespérmicas de gallo, faisan y halcon, mostraron valores
superiores a los determinados post criopreservacion con DMSO o PVP de
gallo, faisan y halcén (Figura 3). En estos ultimos se observa que de manera
general se redujo el valor en aproximadamente un 50 % con respecto a los

indicadores en fresco.

7.7. Comparacion de los indicadores de viabilidad espermética, en fresco
y post criopreservacion, de muestras heteroespérmicas y eyaculados
individuales de las especies estudiadas.

Los valores de viabilidad espermatica en fresco, de los eyaculados y
muestras heteroespérmicas de gallo y faisan, fueron superiores a los valores
determinados en muestras criopreservadas con DMSO o PVP, respectivamente
(p<0.05). (Figura 4). En halcones, los valores de viabilidad de muestras en
fresco, fueron similares a los determinados en muestras descongeladas con
DMSO o PVP.
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Figura 3. Indicadores de movilidad espermatica en eyaculados (I) y muestras
heteroespérmicas (H) de las especies estudiadas.

En la misma especie, muestras en fresco vs descongeladas (Literal) y eyaculados
individuales vs muestras heteroespérmicas (*); entre diferentes especies muestras

heteroespérmicas de gallo vs faisan (nimero) y eyaculados individuales de gallo vs faisan vs
halcén (+) (p<0.05).
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Figura 4. Indicadores de viabilidad espermatica en eyaculados (I) y muestras
heteroespérmicas (H) de las especies estudiadas.

En la misma especie, muestras en fresco vs descongeladas (Literal) y eyaculados
individuales vs muestras heteroespermicas (*); entre diferentes especies muestras
heteroespérmicas de gallo vs faisan (nUmero) y eyaculados individuales de gallo vs faisan vs
halcén (+) (p<0.05).



7.8. Comparacion de los indicadores de morfologia normal, en fresco y
post criopreservacion, de muestras heteroespérmicas y eyaculados
individuales de las especies estudiadas.

Con respecto a la morfologia espermatica normal, los promedios en
fresco de los eyaculados y muestras heteroespérmicas, respectivamente de
gallo, faisan y halcon, tuvieron valores superiores con respecto a las muestras
post criopreservaciéon con DMSO o PVP, respectivamente de cada una de las
especies (p<0.05) (Figura 5). Excepto los eyaculados criopreservados con
DMSO de gallo en los cuales encontramos valores similares a los determinados

en fresco.
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Figura 5. Indicadores de morfologia espermatica en eyaculados (I) y muestras
heteroespérmicas (H) de las especies estudiadas.

En la misma especie, muestras en fresco vs descongeladas (Literal) y eyaculados
individuales vs muestras heteroespermicas (*); entre diferentes especies muestras
heteroespérmicas de gallo vs faisan (ndmero) y eyaculados individuales de gallo vs faisan vs
halcon (+) (p<0.05).



Comparacion entre eyaculados y muestras heteroespérmicas en fresco y
post descongelacion

En gallos se encontr6 un valor inferior en cuanto a la movilidad
espermética de los eyaculados cripreservados con DMSO con respecto a
muestras heteroespérmicas. No se observaron cambios al comparar las otras
variables.

Al comparar los promedios de viabilidad de los eyaculados en fresco, se
encontraron en todos los casos, valores superiores con diferencia estadistica
con respecto al muestras heteroespérmicas en fresco y descongeladas con
cualquiera de los crioprotectores.

La morfologia espermatica de los eyaculados criopreservados con
DMSO mostrd un valor superior con respecto a las muestras heteroespérmicas
de gallo (p<0.05).

7.9. Capacidad fertilizante del semen fresco diluido y descongelado.
En gallinas inseminadas con semen fresco se encontré un porcentaje de

fertiidad de 59 %, que fue mayor, comparado con el porcentaje obtenido al
utilizar semen descongelado con cualquiera de los crioprotectores (40 % con
DMSO y 39 % con PVP). En las faisanas, los promedios de fertilidad obtenidos
con semen fresco (47 %) o descongelado (60 % con DMSO y 57 % con PVP),
fueron similares. También se encontré6 que al ser inseminadas con semen
fresco o descongelado, las faisanas tuvieron mayor fertilidad comparadas con

los resultados en gallinas (Cuadro 8).



Cuadro 8. Porcentajes de fertilidad (PF), mediante inseminacién artificial con
semen fresco diluido y criopreservado con dimetilsulféxido (DMSO)
o polivinilpirrolidona (PVP), en gallinas (n = 5) y faisanas (n = 5).

CONDICION DEL SEMEN  GALLINAS FAISANAS
HF/HT % HF / HT %
FRESCO 57/97 59* 30/47 64
DMSO 32/80 40 30/51 60
PVP 31/77 39 20/ 35 57

* Diferencia entre fresco VS descongelado (p <0.05)
HT = Total de huevos. HF = Total de huevos fértiles.
n = Numero de hembras inseminadas de cada especie.

7.10. Patron de fluorescencia y porcentaje de espermatozoides de gallo,
tefiidos con WGA-FITC y Con A-FITC.

En espermatozoides en fresco y post criopreservacion con DMSO o
PVP, de muestras heteroespérmicas y eyaculados individuales de gallo, se
observo Unicamente un patron de fluorescencia en presencia de WGA-FITC
(Figura 6). En este patron, se encontrd una fluorescencia intensa por completo
en la region de la cabeza y cuello; en la regidn de la cola, también se observa
una fluorescencia, sin embargo, en ésta presenta segmentos con fluorescencia

de menor intensidad.

Figura 6. Espermatozoides de gallo a 100 X en campo claro (A), con el patron
de fluorescencia con la lectina WGA-FITC (B).



En espermatozoides en fresco y post criopreservacion con DMSO o
PVP, de muestras heteroespérmicas y eyaculados individuales de gallo, se
observd Unicamente un patron de fluorescencia con el uso de Con-A-FITC
(Figura 7). En este patron, se encontré en la region de la cabeza y cuello una
fluorescencia tenue con segmentos de fluorescencia con mayor intensidad; la

cola no presenté fluorescencia.

Figura 7. Espermatozoides de gallo a 100 X en campo claro (A), con el patron
de fluorescencia con la lectina Con-A-FITC (B).

En las muestras heteroespérmicas de gallo, la proporcion de
espermatozoides que presentd el patron de fluorescencia al usar la lectina
WGA-FITC, no mostr6 diferencias entre los valores en fresco y en muestras
descongeladas con DMSO o PVP. Sin embargo la proporcion de
espermatozoides con el patréon de fluorescencia con la lectina Con-A-FITC, en
espermatozoides en fresco, mostrd valores inferiores a los determinados en las
muestras descongeladas (Cuadro 9).

La proporcién de espermatozoides de los eyaculados de gallo, que
presentd el patron de fluorescencia al usar la lectina WGA-FITC, mostro
diferencias entre los valores en fresco con menor proporcion con respecto a las
muestras descongeladas con DMSO o PVP. La proporcién de espermatozoides
con el patron de fluorescencia al usar la lectina Con-A-FITC en
espermatozoides en fresco, no mostré diferencias con respecto a los valores

determinados en las muestras descongeladas (Cuadro 10).

Cuadro 9. Porcentaje de espermatozoides tefiidos con WGA-FITC o Con-A-
FITC, en muestras heteroespérmicas en fresco y post



criopreservacion con dimetilsulfoxido (DMSO) o polivinilpirrolidona
(PVP), de gallo (Gallus domesticus).

__Fresco __DMSO __PVP
INDICADOR X = DE X = DE X + DE
(%) (n = 10) (n = 10) (n = 10)
WGA 46.6 + 5.2 465 + 4.7 39.6 + 6.7
Con-A 33.3 + 3.32 41.0 + 35 485 + 8.1

Promedios con distinto superindice, entre columnas, presentan diferencia estadistica (p<0.05)
n = ndmero de muestras heteroespérmicas. Cada muestra con semen de cinco ejemplares.
El tiempo de congelacién fue de por lo menos seis meses.

Cuadro 10. Porcentaje de espermatozoides tefiidos con WGA-FITC o Con-A-
FITC, en eyaculados individuales, en fresco y post
criopreservacion con dimetilsulféxido (DMSO) o polivinilpirrolidona
(PVP), de gallo (Gallus domesticus).

Fresco DMSO PVP
INDICADOR X + DE X + DE "X + DE
(%)
(n =10) (n =10) (n =10)
WGA 485 + 2.8 68.1 + 5.1 68.7 + 8.1
Con-A 456 + 1.2 50.0 + 6.3 51.2 + 5.4

Promedios con distinto superindice, entre columnas, presentan diferencia estadistica (p<0.05)
n = ndmero de eyaculados individuales y/o muestras, obtenidos de cinco ejemplares.
El tiempo de congelacién fue de por lo menos seis meses.

7.11. Patron de fluorescencia y porcentaje de espermatozoides de faisan,
teflidos con WGA-FITC y Con A-FITC.

En espermatozoides en fresco y post criopreservacion con DMSO o
PVP, de muestras heteroespérmicas y eyaculados individuales de faisan, se
observd Unicamente un patron de fluorescencia con el uso de WGA-FITC
(Figura 8). En este patrén se observé una fluorescencia intensa por completo
en la regidon de la cabeza y cuello; en la regién de la cola también se observé
fluorescencia, sin embargo, en ésta presenta segmentos con fluorescencia de

menor intensidad.



Figura 8. Espermatozoides de faisan a 100 X en campo claro (A), con patrén
de fluorescencia en presencia de la lectina WGA-FITC (B).

En espermatozoides en fresco y post criopreservacion con DMSO o
PVP, de muestras heteroespérmicas y eyaculados individuales de faisan, se
observé Unicamente un patrén de fluorescencia con el uso de Con-A-FITC
(Figura 9). En este patron, se observo en la region de la cabeza y cuello una
fluorescencia tenue con mayor intensidad en la region apical y del cuello; en la

cola no present6 fluorescencia.

Figura 9. Espermatozoides de faisan a 100 X en campo claro (A), con el patrén
de fluorescencia con la lectina Con-A-FITC (B).

La proporcion de espermatozoides de las muestras heteroespérmicas de
faisan, con el patron de fluorescencia con la lectina WGA-FITC, no mostro
diferencias entre los valores en fresco y en muestras descongeladas con
DMSO o PVP. Los espermatozoides descongelados con PVP, con el patron de

fluorescencia con la lectina Con-A-FITC, mostraron una mayor proporcion con



respecto a los espermatozoides en fresco y descongelados con DMSO (Cuadro
11).

La proporcion de espermatozoides de los eyaculados de faisan que
presentd el patron de fluorescencia con la lectina WGA-FITC, presentd un
comportamiento azaroso entre los espermatozoides en fresco y los
descongelados. Con respecto a la proporcion de espermatozoides con el
patron de fluorescencia con la lectina Con-A-FITC, los espermatozoides
descongelados, mostraron una menor proporcién de células fluorescentes con

respecto a los espermatozoides en fresco. (Cuadro 12).

Cuadro 11. Porcentaje de espermatozoides tefiidos con WGA-FITC o Con-A-
FITC, en muestras heteroespérmicas en fresco y post
criopreservacion con dimetilsulfoxido (DMSO) o polivinilpirrolidona
(PVP), de faisan de collar (Phasianus colchicus) (n = 10).

_Fresco _DI\/ISO _ PVP
INDICADOR X + DE X + DE X + DE
(%)
(n = 10) (n = 10) (n = 10)
WGA 477 + 5.8 450 + 5.3 54.0 + 4.2
Con-A 41.0 + 5.6 42.7 + 3.7 52.4 + 4.0°

Promedios con distinto superindice, entre columnas, presentan diferencia estadistica (p<0.05)
n = nimero de muestras heteroespérmicas. Cada muestra con semen de cinco ejemplares.
El tiempo de congelacion fue de por lo menos seis meses.

Cuadro 12. Porcentaje de espermatozoides tefiidos con WGA-FITC o Con-A-
FITC, en eyaculados individuales en fresco y post
criopreservacion con dimetilsulféxido (DMSO) o polivinilpirrolidona
(PVP), de faisan de collar (Phasianus colchicus).

Fresco DMSO PVP
INDICADOR X + DE X + DE X + DE
(%) (n = 10) (n = 10) (n = 10)
WGA 57.9 + 3.0% 64.8 + 3.4° 58.8 + 4.1%®
Con-A 56.0 + 2.22 48.3 + 3.8 496 + 3.5

Promedios con distinto superindice, entre columnas, presentan diferencia estadistica (p<0.05)
n = ndmero de eyaculados individuales y/o muestras, obtenidos de cinco ejemplares.
El tiempo de congelacién fue de por lo menos seis meses.



7.12. Patron de fluorescencia y porcentaje de espermatozoides de halcon,
teflidos con WGA-FITC y Con A-FITC.

No se encontraron diferencias al comparar la proporciéon de
espermatozoides marcados con el uso de la lectina WGA entre las muestras en
fresco y descongeladas. Al comparar el porcentaje de espermatozoides
marcados con la lectina Con-A, se encontrd una menor proporcion de
espermatozoides marcados en las muestras en fresco con respecto a las
descongeladas; entre las criopreservadas se encontré una mayor proporcién en

las que se utilizé PVP (Cuadro 13).

Cuadro 13. Porcentaje de espermatozoides tefiidos con WGA-FITC o Con-A-
FITC, en eyaculados individuales en fresco y post criopreservacion
con dimetilsulfoxido (DMSO) o polivinilpirrolidona (PVP), de halcén
cola roja (Buteo jamaicensis).

Fresco DMSO PVP
INDICADOR X + DE X + DE "X + DE
(%)
(n=10) (n =10) (n =10)
WGA 51.7 + 7.8 495 + 6.0 51.1 + 5.4
Con-A 30.4 + 4.72 39.8 + 2.4° 47.1 + 5.0°

Promedios con distinto superindice, entre columnas, presentan diferencia estadistica (p<0.05)
n = nimero de eyaculados individuales y/o muestras, obtenidos de cuatro ejemplares.
El tiempo de congelacion fue de por lo menos seis meses.

Figura 10. Espermatozoides de halcén a 100 X en campo claro (A), con el
patron de fluorescencia con la lectina WGA-FITC (B).



Figura 11. Espermatozoides de halcon a 100 X en campo claro (A), con el
patron de fluorescencia con la lectina Con-A-FITC (B).

Al comparar la proporcion de espermatozoides tefiidos con la lectinas
WGA-FITC (Figura 12) y Con-A-FITC (Figura 13), se observOo que las

proporciones de espermatozoides tefiidos se alteran.
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Figura 12. Indicadores de espermatozoides con el patrén de fluorescencia con
la lectina WGA-FITC en eyaculados (I) y muestras heteroespérmicas

(H) de las especies estudiadas.
En la misma especie, muestras en fresco vs descongeladas (Literal) y eyaculados
individuales vs muestras heteroespermicas (*); entre diferentes especies muestras

heteroespérmicas de gallo vs faisan (nimero) y eyaculados individuales de gallo vs faisan vs
halcén (+) (p<0.05).
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Figura 13. Indicadores de espermatozoides con el patrén de fluorescencia con
la lectihna Con-A-FITC en eyaculados (I) y muestras
heteroespérmicas (H) de las especies estudiadas.

En la misma especie, muestras en fresco vs descongeladas (Literal) y eyaculados
individuales vs muestras heteroespermicas (*); entre diferentes especies muestras

heteroespérmicas de gallo vs faisan (ndmero) y eyaculados individuales de gallo vs faisan vs
halcén (+) (p<0.05).



8.- Discusion.

La coleccién de semen en las aves es compleja, sin embargo se ha
descrito que la técnica de masaje es la mas efectiva, comparada con otros
métodos como la electro eyaculacién en rapaces y el uso de maniquies en
grullas (Temple, 1972; Weaver y Cade, 2000; Carpenter, 1986). Usualmente
dos sesiones por dia durante un periodo continuo de 15 a 20 dias se requieren
para obtener buenos eyaculados, limpios de uratos y/o heces. A pesar de
lograr buenos resultados con esta técnica, es importante sefialar que existen
factores conductuales propios de cada ejemplar y especie que se reflejan en la
calidad de los eyaculados que se obtienen (Ferrante y col 2001), asi como la
frecuencia con la que se recolecta el semen (Noirault y Brillard, 1999). En este
trabajo, se observé que en gallindceas, al obtener los eyaculados de manera
consecutiva una vez por dia, mostraban indicadores de calidad seminal
estables, con valores altos y limpios de heces y uratos y por el contrario, al no
obtener los eyaculados de manera continua, estos presentaban variabilidad,
principalmente en los indicadores de movilidad y viabilidad espermética. Para el
caso de halcones, se observo que a pesar de obtener eyaculados provenientes
de ejemplares improntados, no necesariamente en estos se obtuvieron los
indicadores mas altos, ya que en varios casos, los eyaculados con mayor
concentracion y calidad espermética, se obtuvieron de ejemplares que estaban
alojados en exhibidores y que nunca habian sido sometidos a este tipo de
manejo, demostrandose que al menos el estrés por manejo, no influyo en la
calidad de los eyaculados obtenidos.

Se ha observado que los resultados que se logran, sobretodo en
especies silvestres son diferentes ya que en muchos casos la estacionalidad
biol6gica de cada especie influye en la actividad reproductiva y por lo tanto en
la produccién de gametos por ejemplo el cernicalo (Falco sparverius) que
presenta un periodo reproductivo de aproximadamente 70 dias (Bird y Lagué,
1977) y el faisan de collar con un periodo reproductivo aproximado de 150 dias
(Phasianus colchicus) (Kim y Yang, 2001). Esto puede ayudar explicar la
diferencia en la concentracion espermatica entre los eyaculados de gallinaceas

y rapaces, ya que en las primeras, el comportamiento de los machos es



poligamo dominando una parvada, en la cual las hembras pueden ovopositar
decenas de huevos durante un periodo reproductivo de varios meses, mientras
gue en aves rapaces el periodo reproductivo se reduce Unicamente a un par de
meses ademas de la conducta mondégama de la especie, aunado a que estas
Gnicamente ovopositan dos a tres huevos por temporada. Siendo esto una
probable explicacibn que para entender que no se requiere de una gran
produccion espermatica de las aves rapaces, comparado con las gallinaceas.

Los indicadores de evaluacion espermatica de los eyaculados de gallo
fueron similares al compararlos con los de faisan. Al comparar los indicadores
de gallos o faisanes con los de halcones se encontraron diferencias en los
promedios de movilidad, viabilidad y morfologia. Estas diferencias se pueden
explicar desde las caracteristicas iniciales de los eyaculados, observandose
principalmente la diferencia en la concentracion espermatica en el eyaculado
de los halcones, que al tener una mayor area en la cual se puede conservan
los espermatozoides, estos pueden tener una activiada metabdlica mayor que
induce su desgaste energético a mayor velociada, disminuyendo su movilidad y
viabiliad comparado con el semen de gallinaceas. También se encontraron
diferencias estadisticas al comparar los promedios de movilidad de muestras
heteroespérmicas en fresco de gallos y faisanes.

El volumen eyaculado y la concentracion espermatica determinados en
este trabajo mostraron diferencias con respecto a los valores reportados por
otros autores en G. domesticus (Garner, 2002) y P. colchicus y otras especies
de faisanes (Kim y Yang, 2001; Saint Jalme y col 2003). Esta diferencia se
puede explicar por el efecto individual y de estacionalidad reproductiva de las
especies en diferentes regiones geograficas (Kim y Yang, 2001), por el efecto
del fotoperiodo (Bates, 1987; Dobrescu, 1986; Eitan y Soller, 2001). Sin
embargo, en este caso no influyeron los factores ambientales, en la movilidad,
viabilidad morfologia y capacidad fertilizante de los eyaculados y los
espermatozoides en fresco y descongelados (satterlee y Marin, 2004). En aves
rapaces también se encontr6 una alta variabilidad en la concentracién y
volumen de los eyaculados, lo cual concuerda con reportes de otras especies
de rapaces como Falco mexicanus (Boyd y col 1977) y Buteo jamaicensis
(Herrera y col 2003).



Blanco y col (2000) reportan valores de viabilidad espermatica de
diferentes especies de aves rapaces (50.8% a 93.2%) con intervalos similares
a los observados en este trabajo. Se encontr6 una alta variabilidad en la
concentracion de los eyaculados, lo cual coincide con lo reportado en otras
aves rapaces como halcon pradera (Falco mexicanus) (Boyd y col 1977) y
halcon Harris (Parabuteo unicinctus) (Herrera y col 2003). También se ha
reportado que aunque los espermatozoides de diferentes especies de rapaces
son morfolégicamente similares, las caracteristicas especificas de su
membrana plasmatica es distinta y se refleja en diferente capacidad para
responder al mismo protocolo de criopreservacion (Blanco y Hofle, 2003). En el
cernicalo (Falco sparverius), (Gee y col 1993), se han reportado diferentes
indicadores de fertilidad y movilidad de espermatozoides criopresevados con
distintas proporciones de DMSO. Es por esto que es necesario evaluar varias
alternativas de crioprotectores como el DMSO y PVP, que en este trabajo,
mostraron  parametros de evaluacibn espermatica similares  post
criopreservacion, con valores inferiores con respecto a los parametros en
fresco.

En este trabajo se observo que la movilidad espermatica se reduce
aproximadamente en un 50% en las muestras descongeladas con respecto a
los valores determinados en fresco en las tres especies. Donoghue vy
Donoghue, (1997), analizaron la movilidad espermética del eyaculado de
gallos, con los cuales inseminaron de manera artificial dos grupos de gallinas,
con semen en fresco diluido y almacenado, para evaluar los huevos después
de 6 dias de incubacion y examinar la MPV, y observar vestigios de hidrélisis
espermética, se observo una tasa de fertilidad con respecto a la movilidad de
95.8% vs 90.4% en espermatozoides con alta movilidad y de 88.7% vs 82.4%
para espermatozoides con baja movilidad. Concluyeron que diferencias en la
movilidad espermatica entre machos, influyen en la fertilidad vy
almacenamiento. Sin embargo, en este trabajo, se observé que con semen
descongelado, con una reduccion importante de la movilidad espermatica, es
posible lograr resultados de fertilidad comparables a los obtenidos con semen
fresco. Probablemente una causa sea la activacion de la movilidad esperméatica
de los espermatozoides al estar en el ambiente del tracto de la hembra, tal

como ya se ha demostrado en otros trabajos in vitro (Holm y Wishart, 1998).



Siendo esto una linea de investigacion ya que en otras especies, se ha
observado que la adicion de substancias in vitro como la cafeina al semen
antes de ser utlizado para 1A, incrementa la movilidad espermatica,
reflejdndose en una mayor capacidad fertilizante (Rillo y col 1996).

Lo anterior, es posible, ya que se ha demostrado que espermatozoides
descongelados pueden conservar una buena calidad de movimiento para lograr
fertilizar (Sontakke y col 2004). La viabilidad y morfologia espermatica no se
alteraron en ninguna de las especies estudiadas ya que los valores de las
muestras descongeladas caen dentro de los parametros normales. A pesar, de
gue existen estudios en los cuales se menciona que la movilidad espermatica
es un indicador importante para predecir la capacidad fertilizante en
espermatozoides descongelados (Bowlin y col 2003).

Con los resultados obtenidos se muestra de manera evidente que con el
uso de DMSO o PVP, se obtienen indicadores de evaluaciéon espermatica
basica aceptables para su utilizacién en la 1A de rapaces. Estos resultados
concuerdan con los de otros estudios en los cuales evaluaron diferentes
variables y técnicas de congelacion, por ejemplo, diferentes proporciones del
crioprotector y el uso de pajillas para la criopreservacion en N,L, obteniendo
una viabilidad espermatica entre 50-90% (Blanco y col 2000 y 2002).

A pesar de que se ha reportado que el grado de conservacion de los
espermatozoides depende de la técnica de congelacion y los crioprotectores
utilizados, reflejandose en su capacidad fertilizante (Holt, 2000), en este
trabajo, los resultados de evaluacion espermatica tanto en los eyaculados
individuales como en las muestras heteroespérmicas congeladas con el uso de
los crioprotectores DMSO o PVP, mostraron valores similares en las tres
especies. Sin embargo, es importante conocer la capacidad de poder utilizar
otros crioprotectores, como alternativas, ante la factibilidad o no para disponer
de ellos, ademas de considerar el costo que pudieran representar cada uno, ya
que a nivel industrial, este es un punto importante a considerar, para
determinar los costos de produccion. Un punto mas a evaluar es el efecto o
reaccion individual que pudiera tener cada especie, en particular las hembras,
al recibir en su mucosa, substancias quimicas ajenas al propio conducto

reproductor, las cuales pudieran tener efectos tdéxicos o contraceptivos.



Los indicadores de evaluacion espermatica y capacidad fertilizante post
descongelacién logrados en este estudio, contribuyen a concluir que es posible
la IA con semen fresco o congelado como una herramienta para la produccion,
reproduccién y/o conservacion de especies domésticas (Buss, 1993; Tselutin y
col 1995) y silvestres (Hartley y col 1999; Penfold y col 2001; Lukaszewicz,
2002; Saint Jalme y col 2003; Brock, 1991). Encontrando resultados similares
con semen fresco y descongelado con el uso de DMSO o PVP. Cabe sefalar
que es importante evaluar las particularidades de cada especie ya que tienen
respuestas diferentes, tal es el caso de un estudio realizado en anatidos (Anser
anser) en el cual se obtuvieron bajos resultados de fertilidad con
concentraciones esperméticas bajas (Lukaszewicz y col 2004). Por otra parte,
como se demostré en este trabajo, los porcentajes de fertilidad obtenidos
mediante IA con semen criopreservado con DMSO o PVP, mostraron valores
similares. Es por ello que se propone la utilizacion de PVP como una alternativa
para ser utilizado en la congelacion espermatica cuando no se dispone de
crioprotectores como el DMSO vy el glicerol (Hammerstedt y Graham, 1992).

Ademas, se demuestra que con la técnica utilizada es posible la
congelacion individual de eyaculados y muestras heteroespérmicas de gallos,
faisanes y halcones. Esto es relevante porque existen especies como los
halcones en los cuales no se tienen muchas posibilidades de obtener
suficientes eyaculados para criopreservar muestras heteroespérmicas que
permitan realizar una serie de evaluaciones previas y post descongelacion. Los
resultados de este estudio demostraron que una técnica para congelar
muestras heteroespérmicas puede funcionar para criopreservar de manera
individual un eyaculado con un volumen inferior.

Se observo también que la congelacion afecta principalmente la
movilidad espermatica. Sin embargo, se encontr6 que en gallinaceas, es
posible obtener huevos fértiles mediante 1A con espermatozoides
criopreservados. Las técnicas de fertilizacién intrauterina (Howarth, 1990),
intramagnal (Blanco y col 2002; Howarth, 1983), y FIV (Tanaka y col 1994;
Kasai y col 2000), aun no estan desarrolladas plenamente en aves, lo cual
hace importante tener técnicas de criopreservacion que permitan conservar los

espermatozoides de manera eficiente.



En otro tipo de estudios, al evaluar en pavos la integridad membranal en
espermatozoides almacenados en fresco por 24 horas a 5°C, se usaron varias
condiciones de estrés, hipo-osmatico. Se evaluaron por microscopia de luz y
citometria de flujo utilizando ioduro de propidio y calcein-AM, sin encontrar
diferencias de viabilidad del semen fresco y el almacenado en 100% de PBS.
Sin embargo, después de 24 h de almacenamiento, se observaron porcentajes
de viabilidad de 48% almacenado en agua y 66.1% en el almacenado en PBS.
Sugiriendo que el estrés in vitro por condiciones hipo-osmaticas resultan en
una susceptibilidad de dafo membranal por el frio del almacenamiento
(Donoghue y col 1996). Esto hace evidente que a pesar de mostrar indicadores
de evaluacion espermatica dentro de los intervalos normales de uso, existen
otro tipo de indicadores que pueden ser alterados por efecto de la
criopreservacion y/o crioprotectores que pueden interferir con la capacidad
fertilizante del espermatozoide, como la integridad membranal y sus
componentes.

Se ha demostrado que los carbohidratos manosa, Nacetil glucosamina y
acido sialico, presentes en la superficie membranal de los espermatozoides,
juegan un papel importante como receptores (Steele y Wishart, 1996). Los
resultados de este estudio mostraron la modificacidon de la proporcion de
espermatozoides marcados con la lectina Con-A. Esto sugiere que a pesar del
uso de crioprotectores con diferente mecanismo de accién, la presencia de
residuos de manosa en la superficie espermatica puede alterarse. Estos
residuos juegan un papel importante en el proceso de fertilizacion en las aves
(Robertson y col 2000), y el hecho de alterarse puede interferir con dicho
proceso (Long y Kramer, 2003). La alteracién determinada, en la proporcion de
espermatozoides con los diferentes patrones de tincion, puede explicarse
A la metodologia utilizada, ya que mediante microscopia de fluorescencia, no
es posible determinar pequeiios rastros de fluorescencia en los
espermatozoides, como lo realizaria un citébmetro, lo cual es la metodologia de
eleccion cuando se dispone de el equipo. Por otra parte es importante sefialar
gue de ser este el motivo, esto hace evidente la alteracién en la disposicién en
cuanto a cantidad, de los carbohidratos, para actuar como receptores

membranales.



Lo anterior se ha demostrado en espermatozoides de cerdo, en los
cuales se ha observado que alteraciones en la distribucién de los carbohidratos
membranales: manosa, acido sialico y N-acetilglucosamina, que actian como
receptores, interfieren durante los eventos de capacitacion y reaccion
acrosomal durante el proceso de fertilizacion, ademas de que la determinacién
de estas alteraciones, ha permitido identificar ejemplares subfértiles con
indicadores de evaluacion seminal dentro de los intervalos normales (Jiménez y
col 2002 y 2003). En aves, no existen suficientes trabajos que muestren la
importancia de determinar estas caracteristicas membranales es por esto que
se hace relevante realizar estudios como el presentado en este trabajo.

Por otra parte, en espermatozoides de gallos (Blesbois, 1999) y pavos
(Douard y cols 2000) se han demostrado cambios cuantitativos y cualitativos en
la composicion lipidica durante el almacenamiento a 5°C. Se observo que el
total de fosfolipidos se reduce significativamente del 75% a 60%
(fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamoda, esfingomielina, fosfatidil serina y
fosfatidil inositol). En contraste, lisofosfatidilcolina se incrementa de 2 a 24% a
las 24 h de almacenamiento. Ademas, el perfil de acidos grasos es
parcialmente reflejado por la composicion de la dieta principalmente de acidos
poli insaturados. Se observaron ademas cambios en la movilidad, morfologia y
viabilidad, sugiriendo entonces que los cambios en la composicion de los
fosfolipidos expresan modificacion del metabolismo enddgeno y peroxidacion
que se reflejan en la calidad del semen durante su almacenamiento in vitro. Lo
cual aunado a los resultados de este trabajo, de resalta la importancia de
analizar indicadores mas especificos, que puedan predecir de manera precisa,
la capacidad fertilizante de espermatozoides en fresco y almacenados en
fresco y/o criopreservados, que lleven al éxito, los programas de reproduccién
asistida.

En este trabajo se observaron tres aspectos principales. El primero es
que los patrones de fluorescencia con WGA-FITC y Con-A FITC, no cambian
después de descongelar los espermatozoides con cualquiera de los
crioprotectores. El segundo es que en las especies estudiadas, la distribucion
membranal de N-acetilglucosamina y &cido sidlico es diferente de la



distribucion de residuos de manosa. Por dltimo, la proporcion de
espermatozoides tefiidos se altera de manera diferente con cada variable.

Con los resultados de este trabajo se demuestra que a pesar de mostrar
indicadores de evaluacion espermatica béasica dentro de los indicadores
normales de uso, existen alteraciones en relacion a los carbohidratos de la

superficie de la membrana de los espermatozoides post descongelacion.



9.- Conclusion.

En este trabajo, se demostré que la inseminacién artificial con semen
criopreservado, es una alternativa para la reproduccion de especies domésticas
y silvestres. Sin embargo, es necesario desarrollar técnicas de reproduccion
asistida eficientes para cada especie, y métodos para predecir la capacidad
fertilizante de espermatozoides conservados en fresco y/o criopreservados. La
adquisicion de aves silvestres por colecciones particulares y publicas es un
hecho en la actualidad, y estas poblaciones en cautiverio pueden considerarse
como reservorios genéticos invaluables. En los zooldgicos y colecciones
privadas, los programas reproductivos pueden ser orientados para servir de
soporte en la conservacion de poblaciones de especies en libertad. Esto ha
permitido lograr la reproduccion en cautiverio de ejemplares en peligro de
extincion contribuyendo a su conservacion y por otra parte, para cumplir con los
propositos zootécnicos de las especies domésticas, siendo una alternativa

importante, para la industria avicola.
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11.- Apéndice.

Composicién original del medio Beltsville Poultry Semen Extender.

Utilizado para la dilucién en fresco, y criopreservaciéon adicionando DMSO o
PVP, y descongelacion.

Componente grs /It
Difosfato de potasio.3H,0 12.7
Glutamato de sodio 8.67
Fructosa (anhidra) 5.00
Acetato de sodio.3H,0 4.30
TES* 1.95
Citrato de potasio 0.64
Monofosfato de potasio 0.65
Cloruro de magnesio.6H,0 0.34
pH 7.50
mOsm *Kg. H,0 333
Crioprotectores %
Dimetilsulféxido 6
Polivinilpirrolidona 3

(Sexton, 1977).
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