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IX. RESUMEN

Las optimizaciones de la criopreservacion de espermatozoides de gallo van
direccionados al uso eficiente de agentes crioprotectores (ACP) para incrementar la
criosupervivencia. El glicerol (Gly), es el mejor ACP usado es especies aviares, sin
embargo, su concentracion puede influir en la motilidad y viabilidad espermatica post-
descongelacién. El presente estudio evalud el efecto de diferentes concentraciones
de Gly adicionado (v/v) diluyente Lake-Ravie sobre la criosupervivencia espermatica
del gallo de combate. Para este propdsito, seis gallos de combate espafoles fueron
utilizados para obtener un total de 42 eyaculados obtenidos por masaje dorsal (7
sesiones/ semana). Se conformaron 7 agrupaciones de semen (pools) de 6
eyaculados cada uno. Cada pool pre-diluido (1:1) con Lake-Ravie fue dividido en 6
alicuotas que fueron diluidas finalmente con 0 (control), 2 (Gly-2), 4 (Gly-4), 6 (Gly-6),
8 (Gly-8), y 10% (Gly-10) de glicerol respectivamente, y congeladas en vapores de
nitrégeno liquido estatico. La cinética e integridad de la membrana plasmatica (IMP)
fueron evaluadas antes y después de la congelacion de cada tratamiento usando el
sistema computarizado CASA (SCA®) y la prueba de fluorescencia simple (yoduro de
propidio), respectivamente. Los resultados demostraron que solo las motilidades
totales (MT) y progresiva (MP) fueron afectados (P < 0,001) por el proceso de
criopreservacion. El grupo Gly-8 produjo valores mas altos de MT (P<0,01) en
comparacion con el control, Gly-2, Gly-4 y Gly-6; y una MP mayor (P<0,05) comparada
con el control. El indice de rectitud (STR) fue superior (P<0,05) después de congelar
con Gly-2 y Gly-6 comparados con el control, mientras que la oscilacion (WOB) fue
superior (P<0,05) con Gly-6 y Gly-8 comparadas con el control. Asi mismo, valores
mas altos de batida de flagelo (BCF) fueron obtenidos (P<0,05) con los grupos Gly-6,
Gly-8 y Gly-10 en comparacion con su control. Finalmente, la IMP (viabilidad) fue
superior con Gly-8 comparada con Gly-2 (P<0,05) y control (P<0,01),
independientemente de la funcionalidad de la membrana plasmatica (HOST+). En
conclusioén, la adicién de glicerol al 8% al medio de congelacion produce una mejor
respuesta cinética e integridad de la membrana plasmatica de espermatozoides de

gallo de combate criopreservados.

Palabras claves:. Gallos de pelea, semen, glicerol, congelacion, Lake-Ravie.
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X. ABSTRACT

Optimization of rooster sperm cryopreservation is aimed at the efficient use of
cryoprotective agents (CPA) to increase cryosurvival. Glycerol (Gly) is the most
efficient CPA used in avian species, however, its concentration can influence post-thaw
sperm motility and viability. The present study evaluated the effect of different
concentrations of Gly added (v/v) Lake-Ravie extender on the sperm cryosurvival of
the fighting rooster. For this purpose, six Spanish fighting cocks were used to obtain a
total of 36 ejaculates obtained by dorsal massage (6 sessions/week). Six semen
groups (pools) of 6 ejaculates each were formed. Each pool pre-diluted (1: 1) with
Lake-Ravie was divided into 6 aliquots that were finally diluted with O (control), 2 (Gly-
2), 4 (Gly-4), 6 (Gly-6), 8 (Gly-8), and 10% (Gly-10) glycerol respectively, and frozen in
static liquid nitrogen vapors. The kinetics and plasma membrane integrity (PMI) were
evaluated before and after freezing of each treatment using the computerized CASA
system (SCA) and the simple fluorescence test (propidium iodide), respectively. The
results showed that only total (TM) and progressive (PM) motility were affected
(P<0.001) by the cryopreservation process. The Gly-8 group yielded higher MT
(P<0.01) than control, Gly-2, Gly-4 and Gly-6 groups; and a higher MP (P<0.05) than
the control group. The straightness (STR) was higher (P<0.05) after freezing with Gly-
2 and Gly-6 compared to the control, while the oscillation (WOB) was higher (P <0.05)
with Gly -6 and Gly-8 compared to control. Likewise, higher values (P <0.05) of beat-
cross frequency (BCF) were obtained with the Gly-6, Gly-8 and Gly-10 groups than
control group. Finally, PMI value (viability) was higher with Gly-8 compared to Gly-2 (P
<0.05) and control (P <0.01), irrespective of plasma membrane functionality (HOST+).
In conclusion, the addition of 8% glycerol to the freezing medium vyielded a better
kinetic response and plasma membrane integrity of cryopreserved fighting rooster

sperm.

Keywords:. Fighting rooster, semen, glycerol, freezing, Lake-Ravie
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CAPITULO 1

1.1. INTRODUCCION

Durante la criopreservacién de semen de gallo existen periodos criticos en la
supervivencia de la célula, sobre todo en la fase inicial del congelamiento y en la etapa
en la que se retorna a condiciones fisioldgicas normales, que pueden incidir en la
viabilidad del esperma congelado (Avila-Madero & Lopez, 2006). En la industria
avicola en especial la de gallos de combate se ha desarrollado y utilizado crio
protectores a base de glicerol con diferentes porcentajes de concentracion que actua
como protector, salvaguardandolo de lesiones que se producen al momento de
someter a congelacién, esto debido a que por su bajo peso molecular puede atravesar
las membranas celulares y proteger el material genético y los organelos en su interior
(Fernandez, y otros, 2009). El glicerol funciona como agente deshidratante evitando
que se formen cristales de agua en el proceso de congelacion y descongelacion
reduciendo en lo posible los dafios en los espermatozoides sin embargo al ser el
glicerol una sustancia quimica podria resultar toxico en concentraciones no indicadas
produciendo en el caso del semen de gallo la disminucion de la motilidad y

fecundacion (Svoradova, Kuzelova, Vasicek, Balazi, & Hanusova, 2018).

Mediante la criobiologia, una rama de la bilogia, se ha conseguido detener la
degeneracion celular y sus procesos bioldgicos, manteniendo a los espermatozoides
en un estado de animacion suspendida a temperaturas muy bajas (Moreno & Galarza,
2019). Para garantizar la integridad de dichos espermatozoides se puede utilizar
crioprotectores como el glicerol cuyas propiedades fueron descubiertas en 1949 por
los cientificos (Polge, Smit, & Parkes, 1949) durante la congelacién de esperma de
humano y pavo, donde las muestras fueron conservadas en un refrigerador, siendo
las muestras que fueron conservadas con glicerol, las que mejor se conservaron y
toleraron las bajas temperaturas, a pesar de que en dicho estudio el glicerol no era el
objeto de estudio sino solo un componente fijador histologico, por tal motivo el glicerol
esta siendo utilizado como crioprotector ya que cumple con la funcion de desplazar o
extraer el agua del citoplasma y asi evitar la formacién de cristales intracelulares
(Boiso, 2001).
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Por tal motivo este estudio es importante, pues va encaminada a buscar la
concentracion ideal de crioprotector de semen de gallo utilizando como base el glicerol
a diferentes concentraciones: 2, 5, 8 y 10% (Baixin, Xiaohu, & Haifeng, 2019). Con lo
cual se r ealizouna evaluacion en un score de 0 a 5 de los espermatozoides inmdviles,
espermatozoides moéviles no progresivos y progresivos, asi como las caracteristicas
espermaticas de velocidad curvilinea (VCL), velocidad en linea recta (VSL) y velocidad
promedio de trayectoria (VAP) por medio del sistema de analisis computarizado de
imagen (CASA, Computer-Assisted Sperm Analysis) acoplado a un microscopio y

equipado con una platina térmica (Bernal et al., 2015).

Debido a que en los ultimos afnos se ha evidenciado un incremento importante
en la criopreservacion de semen de aves de combate por el alto costo que pueden
llegar a tener estos ejemplares, resulta imperante obtener y conservar los genes de
los mejores gallos, que hayan demostrado cualidades excepcionales al momento de
la lidia, asi también se podria suponer un ahorro econémico (comida, espacio, mano
de obra) y una garantia en el mantenimiento de variabilidad del esperma y mas
importante aun permitiria la comercializacién, importacion y exportacién de material

genético (Medina, Velasco, & Cruz, 2006).
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1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para la crioconservacion de material genético se requiere entender e
implementar adecuadamente los protocolos a seguir debido a que aun no se tiene los
diluyentes ideales para todas las especies, por lo tanto se debe conocer ciertas
caracteristicas de la célula que pueden incidir en la viabilidad del esperma congelado,
ya que existen periodos criticos para la supervivencia celular durante la
criopreservacion; en la fase inicial de congelamiento y el periodo de retorno a

condiciones fisiolégicas. (Avila, Madero, & Lopez, 2006)

Para facilitar la criopreservacion de semen de gallos de combate se han
desarrollado ciertos crioprotectores, como el glicerol, que es un crioprotector
permeable de bajo peso molecular, lo que permite atravesar la membrana celular, de
esta manera protege a la célula de lesiones producidas al momento de someterles a
procesos de congelacién. Sin embargo, se pueden presentar efectos contrarios que
pueden resultar perjudiciales o daninos al ser usados en altas concentraciones de
glicerol, como es: la toxicidad (debido a que son sustancias quimicas que no se
encuentran en el interior de la célula, lo que en si estda produciendo un
envenenamiento celular), aumento en la osmolaridad y cambios en la permeabilidad,
siendo el caso de los gallos que produce una disminucion en la motilidad, lo que hace
que disminuya la posibilidad de fecundacién (Fernandez et al., 2009). Por lo que se
deberia ensayar el uso del glicerol con una amplia gama de dosis y diferentes

diluyentes hasta encontrar el método de crioconservacién mas eficaz
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1.3. ANTECEDENTES

En un estudio realizado en Changsha (China), se examind diferentes
concentraciones de glicerol (Gly) y protocolos de congelacion para mejorar la
viabilidad espermatica del gallo, dando como resultado que la fertilidad mas alta se
dio en los grupos con menor concentracion 4 y 6% respectivamente y la fertilidad mas
baja de dio donde se aplicaron concentraciones entre 8 y 11%. La razon se podria
explicar debido a que la presion osmética ambiental del esperma cambiado cuando
se anadioé o elimind glicerol durante un corto periodo de tiempo. (Baixin, Xiaohu, &
Haifeng, 2019)

En la ciudad de Alberca, Murcia-Espafia se criopreservaron el semen de 6 gallos
que se clasificaron como donantes de la raza murciana entre 1,5 a 2 afios de edad,
luego de esta valorizacién en semen fresco y descongelado se observé una variacion
en la motilidad de 3,57+0,14 en semen congelado frente al valor de 4,04+0,11 del
semen fresco, y un porcentaje de células vivas de 62,73 +5,66% para el semen
descongelado siendo significativamente menor comparado con el 82,63+3,21% del
semen fresco; otros de los porcentajes de mayor importancia se refiere a la integridad
de la membrana celular del espermatozoide, en la que se obtuvo un 31,50£3,50% en
el material descongelado resulto sin ningun tipo de dano frente al valor 87,3313,21%
de semen fresco. Por lo que segun esta investigacién la disminucién de viabilidad
espermatica se deprime en 56 puntos porcentuales. (Duchi, Almela, Peinado, &
Remacha, 2009)

En abril del 2006 se realiz6é un estudio en Bogota Colombia, sobre la Importancia
de un buen manejo de la reproduccion en la industria avicola, en la que se muestra
una tasa de fertilidad de 92-99% usando como diluyente la clara de huevo y leche en
un semen almacenado por 24 horas, en esta publicacion se puedo observar
disminucién de motilidad y fecundacion por la excesiva disolucion de
espermatozoides, por o que podemos decir que se recomienda una dilucién de 2 y
1/3 para asegurar un proceso eficaz y el manejo de semen hasta las 24 a 48 horas

con una oxigenacion buena durante su almacenamiento. La fecundacion con esta
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técnica puede variar dependiendo de factores como: la calidad del semen fresco,
oxigenacion durante el almacenamiento, velocidad de enfriamiento (1°/minuto), entre
otros (Galindo, 2006).

En base a lo expuesto anteriormente planted los siguientes objetivos:
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1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del glicerol en diferentes porcentajes de concentracion en la

criopreservacion de semen de gallo de combate.

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar el efecto del glicerol sobre las caracteristicas de valoracion
espermatica antes y después de la congelacion.
e Establecer la concentracion 6ptima de glicerol que garantice la viabilidad

espermaética.
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1.5. HIPOTESIS

El uso de glicerol como crioprotector a una concentracion del 8% en semen de
gallos de combate, constituye una alternativa que permitira la mejor conservacion de

semen de gallo de combate frente a la no utilizacion de crioprotectores.
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1.6. JUSTIFICACION

En la criopreservaciéon de material genético de aves se ha venido utilizando
diferentes crioprotectores, uno de ellos es el glicerol, que ayuda a proteger la
integridad estructural de la célula espermatica de los procesos de congelacion y
descongelacion, para esto debemos encontrar la concentracion idonea de glicerol, que
segun investigaciones realizadas puede ser entre el 5 y el 10%, esto en combinacion
con diluyentes que permitan mejorar su viabilidad y funcionalidad, como es el caso del
diluyente Lake-Ravie, que ha mostrado niveles superiores en motilidad progresiva
post-descongelamiento, ya que por su bajo peso molecular puede atravesar la
membrana plasmatica evitando los efectos nocivos causada por la congelacién lenta
(Baixin, Xiaohu, & Haifeng, 2019).

Es por eso que la congelacion espermatica de aves tanto domesticas como
silvestres, nos permite preservar y mantener los genes de aves que en algunos casos
se encuentran en peligro de extincidén o resultan de interés investigativo, siendo los
bancos de esperma la mejor alternativa para lograr este propdsito, cientificos y
técnicos de los departamentos de Reproduccién Animal y de Mejora Genética del
Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) en sus
estudios han manifestado que ciertas aves son mas vulnerables a las enfermedades,
como las gripes aviares emergentes en estos ultimos afnos y los cambios climaticos,
lo que hace apremiante el desarrollar estas estrategias que garanticen la preservacion

de estas aves (Tapia, 2017).

-10-
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CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES DE LA REPRODUCCION AVICOLA

En la avicultura doméstica se busca ejemplares que puedan lograr cubrir con
eficiencia una gran cantidad de hembras, sin embargo en casos especiales no se logra
que los reproductores puedan copular a mas de diez hembras de forma satisfactoria,
debido a la poca frecuencia con las que se dan las cépulas y que los machos tienden
a cubrir con mas frecuencia a ciertas hembras que consideran como sus favoritas,
haciendo que los huevos que se produzcan sean infértiles en las aves que no son
copuladas en el lapso de tiempo necesario (Paredes, Romero, Torres, & Vallejos,
2019).

Otra de las causas que afectan el normal proceso reproductivo es la
incompatibilidad fisica entre hembras y machos como el peso y la estatura, impidiendo
el proceso normal de la copula y fecundacion, otro factor causante son también las
altas temperaturas, debido a que el estrés caldrico disminuya la produccion

espermatica (Bustos & Torres, 2012).

Una desencadenante también de la baja produccion en cantidad y calidad
espermatica se da debido a la edad, época del afio, cantidad de luz, humedad,
nutricidn animal y problemas fisicos, por lo que es inconcebible pesar en mantener
una produccion avicola sin el uso de nuevas tecnologias e invenciones que faciliten el
mejoramiento de la produccién; estas innovaciones son la inseminacion artificial in
vivo de las gallinas con semen fresco y semen congelado mezclado con su diluyente

y su crioprotector (Miguel, Asenjo, Ciria, & Francesch, 2006)

2.2. CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA GALLINA CRIOLLA

El cientifico britanico Charles Darwin en su teoria del Origen de las Especies
indica que todas las aves domésticas descienden de un solo ancestro comun el Gallus
Gallusa, siendo la gallina doméstica el ave mas comun en el mundo. (Montes, De la

Ossa, & Hernandez, 2019), su taxonomia se encuentra descrita en el siguiente cuadro.
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Cuadro 1: Taxonomia de la gallina criolla

REINO ANIMAL
Tipo Cordado
Subtipo Vertebrado
Clase Ave
Subclase Neormites
Superorden Neonatos
Orden Gallinacea
Suborden Galli
Familia Phaisanidae
Genero Gallus
Especie Gallus Domesticus

2.3. CRONOLOGIA DE LA CONGELACION DE SEMEN

A lo largo de la historia se han desarrollado estudios sobre la preservacion de
material celular y biolégico sometiéndolos a temperaturas criogénicas con el objetivo
de preservar y minimizar dafios en las membranas celulares, estos estudios se
documentaron por primera vez en 1683 por Sir Robert Boyle en su monografia "New
Experiments and Observations Touching Cold", en la cual relata el efecto de la
congelacion en los seres vivos (Vara & Gil-Loyzaga, 2013). Para 1776 se realizo el
primer reporte en la crioconservacion de semen humano, asno y rana que fue
realizado por Spallanzani por medio de enfriamiento en nieve por 30 minutos,
volviéndose inertes pero con la capacidad de volver a ser reactivados, demostrando
que la disminucion de la temperatura puede ser utilizada para minimizar la actividad

metabdlica y ampliar la vida espermatica (Ramoénez, 2013)

El desarrollo de la criopreservacion en aves se inicio con la inseminacion artificial
en pavos a mediados del siglo pasado, donde se preservo material seminal con el
objetivo de conservar rasgos autéctonos de gallinas y de algunas aves silvestres
mediante la técnica “ultracooling™ que permitia mantener los espermatozoides viables

a menos 45° centigrados durante aproximadamente 24 horas (Villaverde, 2017).
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Desde el descubrimiento del glicerol (Polge, Smit, & Parkes, 1949), como
elemento crioprotector, la crioconservacion de semen de animales de todas las
especies, ha evolucionado constantemente, y a pesar que el mantenimiento de los
espermatozoides por medio de la criopreservacion esta garantizada durante
prolongados periodos de tiempo, también estos pueden sufrir dafos irreparables a la
membrana plasmatica por la formacion de cristales de hielo, o por la despolarizacién
de la membrana como resultado del intercambio i6nico, dando como resultado la
activacion y capacitacion espermatica de forma espontanea (Ramirez-Melano,
Medina, & Cruz-Casallas, 2010)

2.4. METABOLISMO DE LOS ESPERMATOZOIDES

La motilidad de los espermatozoides es desencadenada debido a reservas
energéticas intracelulares, que son activadas mediante la fosforilacién oxidativa que
trabaja principalmente en la producciéon de ATP y la regulacion del metabolismo
esencialmente de las proteinas mitocondriales relacionadas con el ciclo TAC
(Kommisrud, y otros, 2020), ademas las mitocondrias tienen una funcion primaria en
el metabolismo celular, lo que supone que de esta dependera la vida util del
espermatozoide, ya que los espermatozoides son muy activas luego de la eyaculacién
por lo que sus demandas metabdlicas en el estudio de protedmicos de esperma,
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento, otra de las fuentes de energia
metabdlica de los espermatozoides es suministrada a través de diferentes proteinas
de la membrana que transportan activamente glucosa dependientes de sodio y
hexosas, a través de la bicapa lipidica, existen 13 proteinas de la familia de los GLUT
que facilitan el transporte de azucares y participan en funciones especificas como la

movilidad y la capacidad de fertilizar (Martin-Cano et al., 2020)

Los espermatozoides cuando se encuentran en condiciones anaerdbicas tienen
la capacidad de degradar monosacaridos como las glucosas, fructosas, acido lactico
y siendo la principal azucar dentro del espermatozoide la fructosa esta permite

alimentar al espermatozoide en condiciones anaerébicas (Chan & Morgan, 2020)

Existe también una correlacion entre la adesina trifosfato (ATP) y adenosina
difosfato (ADP) que es determinante en la viabilidad y movilidad espermatica, ya que

la hidrolisis de ATP a ADP transfiere energia a los espermatozoides, luego esto sera
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determinante debido a que la motilidad es el principio mas importante en el momento
de la fertilidad (Hofmann, Lehmer, & Gurster, 1992) . También se ha logrado determinar
que durante el método de criopreservacion como el post descongelacion a
temperaturas fisiologicas afecta el nivel de ATP en las células espermaticas en su
funcion motilica y la viabilidad (Alm-Kristiansen, Sanderholen, Bai, & Waterhouse,
2018)

2.5. SISTEMA REPRODUCTIVO Y GENETICA DE AVES DE
COMBATE

Las aves alcanzan su madurez sexual y reproductiva a partir de los 6 meses de
edad aproximadamente (Paredes, Romero, Torres, & Vallejos, 2019) y cuenta con tres
organos morfologicos funcionales: testiculos, vias deferentes y 6rganos copulador; el
pene desde el punto de vista anatomico se encuentra atrofiado, solamente se la
pueden ver como pliegues redondeados de la cloaca, los testiculos se encuentran
ubicados dentro de la cavidad abdominal entre los rifiones y los pulmones y carecen
de dérganos accesorios como otros animales como la préstata, vesiculas seminales y

uréteres. (Alvarez, Perez, De la Cruz, & Quincosa, 2009)

La capacidad de las aves reproductoras para transmitir sus cualidades genéticas
a sus descendientes se llama heredabilidad y en la que se basan los genetistas
mediante la cruza entre razas y variedades diferentes para desarrollar un ave superior
(Juarez-Caratachea, Barocio-Uruea, Garcia-Valladares, & Gutiérrez-Vazqueza,
2016); la espermatogénesis se realiza en los testiculos en epitelio seminifero donde
las células germinales sufren transformaciones hasta lograr desarrollarse y convertirse
en espermatozoides todo esto bajo el control hipotalamico, siendo la hormona foliculo
estimulante (FSH) la que regula la actividad testicular y la hormona luteinizante (LH)
que estimula el desarrollo y crecimiento de la células de Leydig para la secrecion de
andrégenos, especificamente la testosterona. Los tubos seminiferos se conectan con
la red de testis que a su vez comunica con los conductos eferentes que desembocan
en el canal de epididimo, mismo que se conecta con el conducto deferente terminando
en el saco seminal donde se almacena el esperma y desemboca en la cloaca donde

se encuentra su pene. (Alvarez et al., 2009).
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A. Caracteristicas del Semen de Gallo

Segun la especie y estirpe puede variar considerablemente tanto en el volumen
del eyaculado como en la concentracion total de espermatozoides presentes y
depende principalmente de su estado fisiolégico y método de recoleccion, siendo el

volumen promedio de semen por eyaculacion entre 0.5 hasta 1 ml (Tene, 2014)

El color del semen varia desde blanco hasta un color gris (siendo el gris indicador
que existe poco concentracién espermatica). La motilidad se estima en valores
subjetivos de acuerdo a la escala de 1 a 10, donde los valores bajos son indicadores
de poca motilidad, en consecuencia posee baja fertilidad, contrario a los que tienen
alta motilidad. (Palomino, 2016)

La fertilidad luego del descongelamiento en el semen de gallo es potencialmente
bajo y no deseable debido a la baja movilidad y viabilidad y estan relacionados a dafios
en la criopreservacién, alterando su funcion mecanica, bioquimica y ultraestructural

afectando negativamente la calidad espermatica (Feyzi & Sharafi, 2018).

Cuadro 2. El volumen de eyaculacion en mly la concentracion espermadtica en el gallo (Feyzi & Sharafi, 2018).

Duracion de la
Contenido en fertilidad
espermatozoides | espermatica en Especie
Volumen del semen (x el tracto genital
Eyaculado (ml) 104/ml) femenino
0.2-0.8 1-4 12 Gallo estirpe ligera
Gallo estirpe
0.3-1.5 3-10 12 pesada

En todas las aves en general los espermatozoides tienen una forma alargada, la
cabeza posee una longitud de 12 a 13 uym, el acrosoma de 2 um de largo, donde se
encuentran enzimas proteicas que son indispensables para la fertilizacion, en el
cuerpo posee mitocondrias y el resto pertenece a la cola con una longitud de 100 uym

(Villaverde S. , 2017). El nucleo se encuentra en la cabeza espermatica y los
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cromosomas estan altamente condesados durante la espermatogénesis. El
espermatozoide se encuentra rodea del citoplasma que esta constituido por moléculas
lipidicas, fosfolipidos y proteinas integrales. 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. (Palomino et al.,
2016)

La calidad de motilidad espermatica de semen descongelado se evalua de
manera subjetiva en un score de 0 a 5 utilizando el sistema de analisis computarizado
de imagen (CASA Computer Aided Semen Analysis) acoplado a un microscopio y
equipado con una platina térmica. Para el analisis mediante Sistema Casa se utilizaran
muestras de semen diluidas en 1: 10 a 1: 40 (v / v), segun se requiriera, en Lake-
Ravie-84. Se registré los espermatozoides inmdoviles, espermatozoides moéviles no
progresivos y espermatozoides moviles progresivos, asi como las caracteristicas
espermaticas de velocidad curvilinea (VCL), velocidad en linea recta (VSL) y velocidad

promedio de trayectoria (VAP). (Bernal et al., 2015)

La membrana espermatica es una estructura heterogénea y dinamica que
participa en el reconocimiento y transporte de moléculas, y permite al espermatozoide
adapte su metabolismo al medioambiente, para la evaluacion morfologica; la
valoracién de la integridad estructural se debe realizar una tincion eosina-nigrosina de
semen fresco y descongelado, y para la valoracién de funcionalidad de la membrana
se utiliza el test HOST y ORT, tanto para semen fresco como congelado. (Rubio,
Quintero, & Gonzalez, 2009)

2.6. LA CRIOPRESERVACION

Los procedimientos de criopreservacion se orientan a tratar minimizar los dafios
celulares que se producen durante la congelacién y descongelacion celular (Cabrera
& Fernandez, 2006). El semen congelado que se utiliza en la inseminacion artificial es
intervenido para interrumpir su actividad metabdlica y alarga su vida util, pero este
puede verse afectado en términos de fertilidad, por o que cuando se utiliza congelado,
su fertilidad es menor en comparacion a cuando se utiliza semen fresco (Rodriguez-
Almeida, Avila, Anchondo, & Sanchez-Ramirez, 2008).
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2.7. FUNDAMENTOS DE LA CRIOPRESERVACION

Preservar los gametos de animales genéticamente superiores es el fin principal
de la criopreservacion espermatica, para ello es importante entender y aplicar
adecuadamente los protocolos y técnicas de congelacién (Buranaamnuay, 2017). Se
debe también dominar el estudio de la morfologia y las caracteristicas fisicas y
quimicas de los espermatozoides, debido a que podrian verse afectadas las diferentes
variables como: permeabilidad celular, volumen osmoético, estado de la célula y
especie a congelar (Dai et al., 2018), ya que al someterle a bajas temperaturas
resultarian afectadas tanto en su difusion y osmosis a través de las paredes celulares;
encontrar el protocolo apropiado nos podra garantizar la viabilidad y funcionalidad
celular (Avila-Portillo et al., 2006).

Para la evaluacién macroscopica de los espermatozoides se deben tomar ciertas
cuantificaciones como volumen, color, aspecto, densidad y pH, un examen
microscopico complementario donde se evalua la motilidad individual, concentracion
espermatica, morfologia espermatica asi como una comparacion entre
espermatozoides vivos y los muertos (Escobedo, 2016).Para obtener un rango
aceptable de confiabilidad de los resultados obtenidos se deben por lo menos de tomar
3 muestras consecutivas y separadas de cada ave, y a pesar de eso no se garantiza
al 100 por ciento la fertilidad (Love, 2016)

Para este propdsito se han desarrollado multiples diluyentes que han influido en
la congelacion exitosa de semen y la viabilidad espermatica, siendo utilizado en
diferentes protocolos como es el, I.N.ILA, LAKE 71, LAKE RAVE 84, siendo el mas
utilizado el diluyente LAKE RAVE 84, debido a que ha sido el que mejor se ha
desempeiado en combinacion con el glicerol como crioprotector en la
criopreservacion de semen de gallos de combate (Donoghue & Wishart, 2000). El
glicerol fue descubierto como crioprotector en un estudio realizado por (Polge, Smit,
& Parkes, 1949), desde ese momento se han desarrollado significativos avances en
la criobiologia espermatica y ha permitido cambios trascendentales en la industria
pecuaria, el semen congelado es usado mundialmente como una herramienta esencial
en los programas de mejoramiento animal (Svoradova, Kuzelova, VaSicek, Balazi, &
Hanusova, 2018).
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Cuando se compara la capacidad crioprotectores de diferentes compuestos en
relacion a su toxicidad hacia los espermatozoides de ave, se deben considerar ciertas
variables como: porcentaje de concentracidon de crioprotector, temperatura en la que
se realiza el equilibrio, tiempo de equilibrio, rapidez de congelacion, técnica de
congelacion y proceso post descongelacion, debido a que rara vez estos tratamientos
se repiten en los estudios por lo que los resultados seran variables. (Donoghue &
Wishart, 2000).

Las primeras especies en las que se empez0d a criopreservar semen con relativo
éxito fue en los pollos en 1949 usando glicerol como crioprotector, convirtiéndose
luego en el principal y mas utilizado para preservar el esperma de todas las especies
de ganado doméstico (Tarvis, 2013), sin embargo en el caso de las gallos se han
observado efectos anticonceptivos si es inseminado via intravaginal, debido a que los
espermatozoides reducen su motilidad disminuyendo hasta casi ser insignificante su
fertilizacion, excepto cuando la inseminacién se hace por via intrauterina (Donoghue
& Wishart, 2000).

Quimicamente se ha logrado diferenciar tres tipos de crioprotectores, los
alcoholes, azucares y el dimetilsulfoxido, y pueden clasificarse por su permeabilidad
celular en agentes penetrantes y no penetrantes, con el objetivo de proteger y evitar
afecciones celulares en sus membranas, como también reducir un efecto nocivo en
su viabilidad en el momento de la fecundacion post crioconservacion (Lazo-Javalera,
y otros, 2017)

2.8. AGENTES CRIOPROTECTORES
2.8.1 CRIOPROTECTORES NO PERMEABLES

Estos son agentes crioprotectantes que se caracterizan por tener un peso
molecular alto, originando que la célula sufra una deshidratacion acelerada cuando se
le utiliza incorporados con otros agentes penetrantes. Los mas utilizados son:

sacarosa, dextrosa, glucosa y polietilenglicol (Rivero, 2012).

2.8.2 CRIOPROTECTORES PERMEABLES

A diferencia de los no permeables estos poseen bajo peso molecular, por lo que

tienen la facultad de penetrar dentro de la célula, es decir penetra el agente
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crioprotector y sale el agua logrando asi deshidratarlo, impidiendo la formacién de
cristales de hielo en el interior de la célula y bloqueando también el estrés osmatico.
Entre los mas utilizados estan: 1-2 propanodiol, dimetilsulfoxido (DMSO), etilenglicol

y glicerol (Rivero, 2012) .

2.9 METODOS DE COLECCION DE SEMEN

Para la coleccion de semen de gallos se deben escoger aves que hayan sido
previamente acondicionados al manejo fisico para esta actividad, para asegurarnos
de obtener muestras de calidad y libres de residuos fecales y uratos (Frediani, y otros,
2018), entre las técnicas utilizadas son la electro eyaculacion y el masaje abdominal

que puede ser realizadas con éxito en todas las especies de aves (Kucera, 2018)

2.9.1 MASAJE ABDOMINAL:

Este es un método mas utilizado y menos traumatico, que consiste en sujetar
firmemente al gallo mientras se va acariciando suavemente la espalada hasta llegar a
la cola, con golpes suaves y rapidos; haciendo que se produzca una ereccién del pene
del gallo, en ese momento el manipulador debe masajear y apretar suavemente la
cloaca, a través de las papilas externas de los conductos deferentes hasta que se
produzca una eyaculacion y se recoja el semen en un envase (Donoghue & Wishart,
2000).

2.9.2 ELECTRO EYACULADOR:

Previo a este método y debido a que resulta incobmodo y doloroso para las aves,
se debe realizar un protocolo anestésico a base de ketamina, xilazina y midazolam.
La sonda eyaculadora del electro eyaculador debe tener una entrada de corriente de
110v y un transformador de 110v a 9v de 1 A que convierte la corriente continua en
corriente alterna, elaborado en alambre de cobre para los electrodos, se colocaron
tres electrodos: dos positivos y uno negativo. Para la estimulacion de la cloaca se
colocaron los electrodos en direccion dorsal aplicando pulsos de 2 segundos de
duracion y dejando descansar un segundo hasta lograr que los gallos eyaculen e
inmediatamente evaluar volumen, apariencia, limpieza y motilidad (Alvarez-Gallardo,

Urban-Duarte, Castellanos-Rodriguez, Padillas-Ramirez, & Velazquez-Roque, 2016)
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CAPITULO 3

3.1. METODOLOGIA

El estudio se realizd en la ciudad de Cuenca, en la Facultad de ciencias
Agropecuarias de la Universidad Catdlica de Cuenca, que se encuentra ubicado en la
panamericana norte km 1.5 a 2.560 m.s.n.m., donde se evaluo el efecto del glicerol
como crioprotector de semen de aves de combate, para ello se realizaron cinco
tratamientos con diferentes porcentajes de glicerol, un testigo y siete repeticiones,

utilizando como diluyente la formula de Lake-Ravie-84.

3.2. MATERIALES Y METODO

3.2.1 MATERIALES FiSICOS

e 1 Platina térmica

e 1 Microscopio

e 1 Contador manual de células
e 1 Bafio maria

e 1 Camara de neubauer

e 200 Porta y cubre objetos

e 5 Gradillas

e 500 Tubos falcén

e 500 Tubos eppendorf

e 1 Nevera

e 100 Jeringas de insulina

e 1 Termo de nitrdgeno

e 1 Pipetas de 10ug hasta 50ug
e 1 Pipetas de 100ug hasta 1000ug
e 500 Puntas para pipetas

e 300 Pajillas de envase

¢ 3 Pinzas
e 1 Tijeras
e 1 Overol

e 100 Guantes
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e 100 Papel

e 1 Caja de polietileno de 31 cm; Ancho: 31 cm; y altura: 30,3 cm.
profundidad

e 1 Libreta

e 2 Esfero

e 2 Marcadores

e 1 Computador

e 5 Jaulas

e 5 Comederos y bebederos para gallos

e 5 Maletas para transporte de gallos

3.2.2 MATERIALES QUIMICOS
¢ Diluyente lake ravie 84
e Glicerol
e Agua destilada
e Nitrégeno
e Alcohol polivinilico
e Fructosa
e Citrato de sodio

e Agua ultra purificada

3.2.3 MATERIALES BIOLOGICO

e Eyaculado de gallos

. Gallos de combate
3.3 TRATAMIENTOS

Seis tratamientos, equivalente a diferentes concentraciones de glicerol (Gly)
adicionados al diluyente Lake-Ravie (v/v), fueron conformados en esta investigacion:
0 % (control), 2 % (Gly-2), 4 % (Gly-4), 6 % (Gly-6), 8 % (Gly-8) y 10% (Gly-10). Estos
tratamientos fueron obtenidos conformados en siete sesiones de colecta y

congelacion de semen de gallo.
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3.4 DISENO EXPERIMENTAL

Esta investigacion utilizé un disefio completamente al azar (DCA) que incluyé un
total de 42 eyaculados de semen de seis gallos de combate recolectados en siete
sesiones de colecta (7 eyaculados / gallo). Cada sesién de colecta fue realizada una
vez por semana y en cada una se mezclaron los 6 eyaculados de cada gallo para
conformar 1 agrupacion de semen (pool) por sesion. Cada pool fue inicialmente pre-
diluido (1:1) con el diluyente Lake-Ravie y luego dividido en 6 alicuotas para diluir
finalmente con cada tratamiento: Gly-0, Gly-2, Gly-4, Gly-6, Gly-8 y Gly-10,
respectivamente, a una concentracion de 200 x 10° espermatozoides/mL. Las
muestras espermaticas de cada tratamiento fueron cargadas en pajuelas de 0,25 mL,
identificadas y congeladas en vapores de nitrégeno liquido estatico. Se congelaron un
total de 168 pajuelas: 4 pajuelas / tratamiento (6) / sesién (7). Las caracteristicas
cinéticas e integridad de la membrana plasmatica (equivalente a viabilidad) fueron
evaluadas usando el sistema CASA y la prueba de fluorescencia simple con yoduro
de propidio (IP), respectivamente, en las muestras frescas recién recolectadas y

congeladas descongeladas.

3.5 VARIABLES EXPERIMENTALES
3.5.1 VARIABLES DEPENDIENTES

MT (%): motilidad total

MP (%): motilidad progresiva
VCL (um/s): velocidad curvilinea
VAP (um/s): velocidad promedio
VSL (um/s): velocidad rectilinea
STR (%): indice de rectitud

LIN (%): indice de linealidad

WOB (%): indice de oscilacién
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ALH (um): amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
BCF (Hz): frecuencia de batida de flagelo

IMP (%): integridad de la membrana plasmatica (viabilidad)

3.5.2 VARIABLES INDEPENDIENTES

Concentracion de Glicerol (0, 2, 4, 6, 8,y 10%)

3.6 IDENTIFICACION DE LAS AVES DONANTES

Se escogieron 6 gallos de combate que tenian entre 8 y 10 meses de edad, que
fueron previamente adiestrados para la extraccion del semen, su adestramiento se lo
realizo durante un mes aproximadamente, estos gallos fueron escogidos observando
su condicion corporal, fisica y de salud que parecian aparentemente normal, asi como
sus organos sexuales y accesorios. También fueron aclimatados a su nuevo ambiente
ya que las aves provenian de una zona subtropical a 1200 msnm con una temperatura
aproximada de 27°c, dicha a climatizacion se hizo con el objetivo de evitar cualquier
deterioro de la salud que influiria negativamente en la produccién y concentracion

espermatica.
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3.7 GALLOS ESCOGIDOS SEGUN SU CONDICION FiSICA
MORFOLOGICA PARA LA COLECCION DE SEMEN

Fig 1. Gallo1
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Fig 5. Gallo 5
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3.8 PREPARACION DE LOS DONANTES

Previo a cualquier ensayo de coleccion de semen de gallos, estos debian estar
en ayunas de alimentos solidos al menos 24 horas y 12 horas de agua, debido a que,
al no estar vaciados por completo al momento del ordefio en la estimulacion de la
cloaca, los gallos pudieran evacuar heces y orina, contaminando las muestras de
semen con dichas heces y uratos, para ello primero se limpié y desinfect6 la zona
con antibiético, utilizando algoddn y frotando suavemente alrededor de la cloaca se
logro quitar cualquier rastro de impurezas que podrian haber contaminado la muestra,

asi también realizamos la depilacion de toda la zona cloacal y abdominal.

3.9 COLECTA DE MUESTRA

El semen fue colectado por el método de masaje abdominal, para esto se sujeto
al gallo de manera que se mueva lo menos posible mientras se va acariciando de
forma suave y con golpes tenues en la espalada hasta llegar a la cola, haciendo que
se produzca una ereccion del pene del gallo, en ese momento se masajeo y apretd
suavemente la cloaca, a través de las papilas externas de los conductos deferentes
hasta que se produzca una eyaculacién, y se recoja el semen con una jeringa de
insulina y luego se colocdé en un tubo eppendorf sin que sea expuesta de forma directa
a la luz del sol, posterior a la obtencién del semen de los 6 gallos se hace un pool
hasta llegar a una cantidad de 600 uL y es diluido a una concentracién 1:1 con el
diluyente Lake-Ravie 84 para luego ser incubado a 5° C durante 30 minutos hasta
transportar al laboratorio. Cabe recordar que cada gallo eyacula alrededor de 100 uL
por cada eyaculada dando en total 600 uL de muestras de semen de los 6 gallos,

aproximadamente.

3.10 DESCONGELACION DE DILUYENTE

Debemos tener en consideracion también que previo a la colecta de semen se
mantuvo un estricto protocolo de descongelamiento del diluyente lake-ravie-84, el
mismo que estaba congelado en un tubo Falcon a una temperatura de menos 20°C y
al momento que se lo utilizd, lo calentamos en bafio maria a 37°C durante 10 minutos
o0 hasta que se descongele por completo, para luego mantenerlo a temperatura

ambiente.
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3.11 ANALISIS MACROSCOPICO

El semen fue analizado en torno a su volumen, color y consistencia.

3.12 ANALISIS MICROSCOPICO

En el laboratorio se analiza la motilidad, score, integridad de membranas y
concentracion espermatica, para ello se toman 10 ul de la concentracion 1:1 del semen
mas diluyente lake-ravie-84 y se coloca en un portaobjetos que debe estar en una
platina térmica que debe estar calentada a 37°C y posteriormente se procede a
observar las variables antes mencionadas con un microscopio de campo claro y a 40

X de magnificacion.

3.13CONCENTRACION ESPERMATICA

Luego de la obtencion de las muestras de semen de los 6 gallos que en total se
recogieron 600ul y a los que se le afiadié 600ul de diluyente lake-ravie-84 para obtener
una concentracion de 1:1 dando un total de 1200ul, de los cuales y con la utilizacion
de una pipeta de 5ul a 50ul se recogieron 5ul y los contaminamos con 1000ul de agua
mas alcohol para producir la muerte voluntaria de los espermatozoides, y asi obtener
una dilucién 1:200, se debe agitar fuertemente para que la mezcla sea homogénea,
luego se toma 10ul de esa mezcla con una pipeta y la colocamos en la camara de
neubauer, en donde procedemos a contar los espermatozoides con la ayuda de un
microscopio y el contador manual de células, para ellos debemos contar 5 cuadros en
total, los cuatro de los extremos y uno del medio, siempre contando de izquierda a

derecha en zigzag hasta llegar a la parte inferior de cada cuadro.
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Tabla 1. concentracion de los 7 pools de los 6 gallos

Numero de | Concentracién millones por
pools ml

1 5600

2 4080

3 4560

4 6060

5 3400

6 4180

7 4300

3.14 IDENTIFICACION DE PAJUELAS

Para la identificacion de cada lote de pajuelas se registr6 el numero de pool con la

concentracion de glicerol y la fecha que se realizé la congelacién.

3.15CALCULO DE DILUCION DE LA MUESTRA

La dilucion se hizo en dos fracciones diferentes: fraccion 1 y fraccion 2.

Fraccion 1 (sin gly): Para encontrar la dilucion ideal para la fraccion 1, en nuestro

estudio se hizo calculando: {concentracion inicial (Cl) por el volumen inicial (VI) =

concentracion final (CF) por volumen final (VF)}.

ClxVI=CF x VF

Despejando VI=CF x VF/CI

Cl: concentracion espermatica

VI ?

CF: concentracion deseada

VF: 1 ml
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Luego del célculo y de haber realizado la dilucion de la fraccion 1 que en total
deben dar un volumen de 1000ul, se debe llevar las muestras a refrigeracion (5°c)

durante 30 minutos.

Fraccion 2: Con doble glicerol (segun sea el tratamiento) hasta llegar al volumen

final de 1000ul, como se observa en el siguiente cuadro.

Tabla 2. Combinacion diluyente mds glicerol

Diluyente Lake- glicerol
Ravie-84

960ul 40ul
920ul 80ul
880ul 120ul
840ul 160ul
800ul 200ul
1000ul Sin glicerol

3.16 METODO DE CRIOPRESERVACION

Se mezclé la fraccidn 1 con la fraccion 2, hasta llegar a los 2000ul, con cada uno
de los porcentajes de glicerol de la fraccion 1 (0, 2, 4, 6, 8, 10%) y la concentracion
espermatica de la fraccidon 2, luego de realizada esta mezcla se dejo reposar a 5°C

durante 10 minutos.

Después de 10 minutos de haber equilibrado las muestras, procedimos a cargar
las pajuelas en pajillas de 0,25 ml, absorbiendo con la boca de un extremo de la pajilla
directo desde el tubo eppendorf donde se almacenan las muestras hasta llenar
totalmente la pajilla mencionada, este procedimiento se realiz6 de forma que sea lo
mas rapida posible (las pajuelas también tienen que estar frias), luego procedemos a

sellar con alcohol de polivinilo y lo ponemos a congelar.
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3.17 CONGELACION DE SEMEN DE GALLO

La congelacion se hicieron en dos pasos:
Paso 1: de 5°C a -35°C a 7°C/ minuto
Paso 2: de -35°C a -140°C a 60°C/minuto

Esto se logré utilizando una caja de polietileno, donde se ubicé 1 repisa con 2
rampas, la primera a 17 cm del nivel de la superficie del NL2 durante 4 minutos; y
luego se bajo a la segunda rampa que esta a 1 cm de la superficie de NL2 durante 1

minuto; y finalmente se sumergié en NLo.

3.18 DESCONGELACION DE SEMEN DE GALLO

Para la descongelacion de las pajuelas, tomamos lotes de 5 pajillas y se
sumergieron en agua enfriada a 5°C y durante 3 minutos hasta que se descongelaron

totalmente.

Luego todas las muestras fueron analizadas por el sistema CASA, arrojando los

resultados concluyentes de la investigacion.

3.19 PRUEBA DE INTEGRIDAD DE MEMBRANA PLASMATICA

El procedimiento para realizar la técnica de HOST consistié en hacer una
solucién de 0.1mg de fructosa, 0,05mg de citrato de sodio y lo mezclamos con 10 mi
de agua bidestilada de peso osmolar 55 mOsm/I (miliosmoles/litro), posterior se tomé
100ul de esta mezcla (HOST) y combinamos 20ul de semen que fue previamente
descongelado en agua enfriada a 5°c durante 3 minutos y almacenamos durante 45
minutos en un bafo maria a 37°c, seguido a este procedimiento extrajimos 10ul y lo
colocamos en un portaobjetos para observar en el microscopio la funcionalidad de la
membrana espermatica en cuatro campos diferentes, hasta completar 100 o mas
espermatozoides, esta técnica se realizd con cada una de las concentraciones de
glicerol. El test de la resistencia hipoosmotica—HOST nos ayuda a determinar la
integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica del espermatozoide, ademas

de predecir la viabilidad del mismo, con la cual podemos observar que aquellos
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espermatozoides con membrana plasmatica integra y que se encontraban con vida,
presentan una deformacién que da un aspecto enrollado de la cola del

espermatozoide.

3.20 ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos recogidos en el laboratorio fueron tabulados en una base en excel, y
posteriormente analizados estadisticamente en un software STATISTICA version
11.0. Cada variable numérica fue sometida a la prueba estadistica Shapiro-Wilk para
determinar la distribucion normal. Los datos porcentuales y numéricos que no
presentaron una distribucién normal (P < 0,05), fueron transformados al Arcoseno y
Log-10 respectivamente, antes de los analisis estadisticos. Un ANOVA de una via
bajo un modelo lineal general (GLM) y la prueba PosHoc de Tukey fueron usados para
determinar el efecto de las concentraciones crecientes de glicerol (0 al 10%). Ademas,
el valor del semen fresco fue incluido en la comparacion multiple para evidenciar el

efecto significativo de la criopreservacion en los distintos parametros cinéticos.
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CAPITULO 4.
4.1 RESULTADOS

Los valores promedios + SEM (error estandar de la media) de los diferentes
parametros cinéticos evaluados en el sistema CASA se muestran en la Tabla 1. Las
diferencias significativas y comparacion multiple de las motilidades (MT y MP),
velocidades (VCL, VAP y VSL), parametros de relacién (STR, LIN y WOB), amplitud
del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida de flagelo (BCF)

se muestran en la figuras 1 a 4.
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Tabla 1. Parametros cinéticos de espermatozoides de gallo de combate frescos y criopreservados usando el diluyente Lake-

Ravie y la adicién de concentraciones crecientes de glicerol (v/v).

Pre-congelacion Post-descongelacion

Parametros Control Tratamientos con Glicerol (v/v)

Fresco (Gly-0) (Gly-2) (Gly-4) (Gly-6) (Gly-8) (Gly-10)

2% 4% 6% 8% 10%

MT (%) 90,0 + 15,97a 211+6,81e  531:4,82abc  462+4,32bce  47,3+532bce  68,1+461a 64,0 505abc
MP (%)** 55,3 +10,72a 74 +457c 29,5 + 3,23ab 20,1 £ 3,23bc 20,7 + 3,57bc 32,0 + 3,10ab 23,0 £ 3,39abc
VCL (um/s)NS 75,0 + 11,36 58,4 + 4,84 62,3 +3,43 57,0+ 3,43 57,7 £3,79 63,3 + 3,28 52,3 + 3,59
VAP (um/sNS 61,3 + 10,93 40,7 + 4,66 50,8 + 3,30 45,5 + 3,30 48,2 + 3,64 51,0 £ 3,16 40,2 + 3,46
VSL (umis)NS 53,2 10,14 35,2 + 4,33 43,4 3,06 39,0 + 3,06 42,3 + 3,38 44,8 2,93 33,9 + 3,21
STR (%)** 80,7 £ 6,36ab 71,3+ 2,71b 78,1 +1,92a 76,2 +1,92ab 77,0+ 2,12a 76,1 £ 1,84ab 73,3+ 2,01ab
LIN (%) 64,6 £ 6,68 549+ 2,85 60,6 + 2,01 59,2 + 2,01 61,5+2,23 61,7 £1,93 58,3+ 2,11
WOB (%)* 77,4 + 4 ,83ab 67,2 +2,06b 73,8 £ 1,45ab 73,5+ 1,45ab 749 +1,61a 74,9 £ 1,39a 73,0 £ 1,53a
ALH (um) 2,3+0,29 2,3+0,12 2,1+0,09 1,9+ 0,09 1,9+0,10 2,1+0,08 2,0+0,09
BCF (Hz)* 7,8 +4,31ab 5,4 +1,84b 6,9 + 1,30ab 6,5+ 1,30ab 6,7 + 1,44a 7,1+1,24a 9,9 + 1,36a

MT, motilidad total; MP, motilidad progresiva; VCL, velocidad con trayectoria curvilinea; VAP velocidad promedio; VSL, velocidad con
trayectoria rectilinea; STR, indice de rectitud; LIN, indice de linealidad; WOB, indice de oscilacion; ALH, amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza; y BCF, frecuencia de batida de flagelo. Asteriscos (* P<0,05; ** P<0,001; *** P<0,0001) y letras diferentes (a-b

P <0,05; a-c P < 0,01; a-e P< 0,001; ab-c P < 0,05) en cada fila y en cada parametro difieren estadisticamente



En general, una reduccién (P < 0,001) significativa de los porcentajes de
motilidad total (MT) y progresiva (MP) fueron evidenciados después de la
descongelacién en las muestras espermaticas congeladas sin glicerol (control) y con
el 4% (Gly-4) y 6% (Gly-6). Asimismo, las muestras espermaticas congeladas con el
8% de glicerol (Gly-8) mostré porcentajes mas altos de MT que aquellas muestras
congeladas sin glicerol (control, P < 0,001), y con 4 y 6 % de glicerol (P > 0,05). Con
la misma tendencia, el porcentaje de MP fue superior (P < 0,05) después de congelar
las muestras espermaticas con el 2% (Gly-2) y 8% (Gly-8) de glicerol en comparacion

con las muestras congeladas sin glicerol (control) (Fig. 1)
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Figura 1. Porcentajes de motilidad total (MT) y progresiva (MP) de espermatozoides de
gallo de combate frescos diluidos y congelados con concentraciones crecientes de glicerol (0
a 10%, v/v) adicionado al diluyente Lake-Ravie. a — e Letras diferentes en cada motilidad
muestra diferencias significativas, a-bc P < 0,05; ab-c P < 0,05; a-e P < 0,001.

Con respecto a las velocidades, no se evidenciaron diferencias significativas (P
> 0,05) ente el semen fresco y las diferentes concentraciones de glicerol. Esto quiere
decir, que las velocidades con trayectoria curvilinea (VCL), rectilinea (VSL) y promedio
(VAP), no fue afectada por los efectos de la criopreservacion y mantuvieron sus
valores después de la descongelacion. Por lo tanto, esto constituye un factor muy

importante al momento de la fertilizacion de ovocitos dentro del oviducto de la gallina
(Fig. 2).
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Fig 7. Valores de velocidades espermdticas
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Figura 2. Valores de velocidades curvilinea, rectilinea y promedio de espermatozoides
de gallo de combate frescos diluidos y congelados con concentraciones crecientes de glicerol
(0 a 10%, v/v) adicionado al diluyente Lake-Ravie.

Los parametros de relacion, que son obtenidos automaticamente por el sistema
CASA luego del analisis de las tres velocidades, mostraron diferencias significativas
en la rectitud (STR) y Oscilacién (WOB). Los espermatozoides congelados con el 2%
(Gly-2) y 6% (Gly-6) mostraron porcentajes significativamente mas altos (P < 0,05) de
rectitud (STR) aquellos espermatozoides congelados sin glicerol (control). Con el
mismo efecto, las muestras congeladas con el 6% (Gly-6) y 8% (Gly-8) de glicerol
mostraron valores superiores (P < 0,05) de tambaleo (WOB) en comparacion con el

grupo control (Fig. 3)
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Fig 8. Porcentajes de rectitud (STR), linealidad (LIN) y oscilacion (WOB
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Figura 3. Porcentajes de rectitud (STR), linealidad (LIN) y oscilacion (WOB) de
espermatozoides de gallo de combate frescos diluidos y congelados con concentraciones
crecientes de glicerol (0 a 10%, v/v) adicionado al diluyente Lake-Ravie. a - b Letras diferentes
en cada motilidad muestra diferencias significativas, a-b P < 0,05.

Finalmente, la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza no se vio
afectada (P < 0,05) por el proceso de la criopreservacion en ningunos de los
tratamientos que incluyeron glicerol, incluso el control. Este resultado sugiere que los
espermatozoides congelados y descongelados con diferentes dosis de glicerol tienen
la misma amplitud para desplazarse por un campo microscopico y seguir una
trayectoria progresiva que los espermatozoides de los eyaculados frescos y diluidos
con Lake-Ravie. Ademas, las muestras espermaticas congeladas con
concentraciones entre 6 y 10% de glicerol (Gly-6, Gly-8 y Gly-10) mostraron valores
una frecuencia de batida de flagelo significativamente superior (P < 0,05) que aquellas

muestras congeladas sin glicerol (control) (Fig. 4)
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Fig 9. Valores de amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida de flagelo (BCF)
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Figura 4. Valores de amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y
frecuencia de batida de flagelo (BCF) de espermatozoides de gallo de combate frescos-
diluidos y congelados con concentraciones crecientes de glicerol (0 a 10%, v/v) adicionado al
diluyente Lake-Ravie. a - b Letras diferentes en cada motilidad muestra diferencias
significativas, a-b P < 0,05.

4.2 INTEGRIDAD Y FUNCIONALIDAD DE LA MEMBRANA
PLASMATICA

El efecto crioprotector del glicerol se evidencié en todas las concentraciones al
mostrar porcentajes de integridad de la membrana plasmatica (equivalente a
viabilidad) mas altos en comparacion con el grupo control (sin glicerol). Las muestras
espermaticas criopreservadas con el 8% de glicerol (Gly-8) mostrd ser mas efectivo
en la criopreservacion de espermatozoides de gallos de combate al producir un mayor
(P < 0,05) porcentaje de integridad de la membrana plasmatica comparado con las

muestras criopreservadas sin glicerol y con el control al 2% (Gly-2) (Figura 5).

Por otro lado, la funcionalidad de la membrana plasmatica medida por la prueba
de HOST (+) demostré que el los tratamientos con dosis bajas de glicerol (Gly-2 y Gly-
4) produjeron mayores (P < 0,05) resultados que el resto de tratamientos incluyendo
el control. Resultados controversiales a la IMP, el grupo Gly-8 produjo menores (P <
0,05) porcentajes de HOST+ comparado con los otros tratamientos de glicerol (Figura
5).
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Figura 5. Integridad (IMP, %) y funcionalidad (HOST+) de la membrana
plasmatica de espermatozoides de gallo de combate criopreservados con
concentraciones crecientes de glicerol (0 a 10%, v/v) adicionado al diluyente Lake-
Ravie. a - d Letras diferentes en cada motilidad muestra diferencias significativas, a —
b-c-d,P<0,05a-c,P<0,01;a-d, P<0,001.
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CAPITIULO 5

5.1. DISCUSION

Los presentes resultados muestran que, en comparacion con los
espermatozoides frescos, los espermatozoides congelados y descongelados con
dosis altas de glicerol, 8 % (Gly-8) y 10% (Gly-10) no sufrieron reducciones de calidad
en términos de motilidad y cinética espermatica. De hecho, la adicion del 8% de
glicerol (v/v) al diluyente Lake-Ravie y congelado en pajuelas de 0,25 ml sometidas a
vapores de Nitrogeno Liquido (NL2) estatico con dos rampas de congelamiento,
produjo mejores resultados de criosupervivencia celular basado en una mejor cinética
(. MT y MP) e integridad de la membrana plasmatica (ej. viabilidad),
independientemente de la funcionalidad de la membrana plasmatica (HOST). A
diferencia de estos resultados, (Abouelezz et al., 2015); (Hammerstedt & Graham,
1992); (Bleisboys & Brillard, 2007); (Mphaphathi et al., 2012) usaron concentraciones
altas de glicerol (ej. 8 % a 11%, v/v) de glicerol, la viabilidad y motilidad sufrieron una
reduccion significativa de sus valores (aproximadamente, se redujeron un 40 a 50%
de sus valores iniciales), dicho resultado se explicaria principalmente debido a que la
variedad de aves utilizadas fue diferente a la de nuestra investigacion y muy
importante también considerar que las condiciones tanto ambientales como
alimenticias donde se encuentran nuestras aves es diferente, pudiendo interferir de

manera directa en los resultados de las investigaciones entre si.

Cambios ultraestructurales, bioquimicos y funcionales sufren los
espermatozoides durante el proceso de congelacion y descongelacion (Watson,
1995). Estos efectos deletéreos provocan dafios irreversibles en la estructura de los
espermatozoides de aves (egj. gallo) que incluyen, principalmente, dafos a nivel de la
membrana plasmatica (ej. rotura de la membrana, desnaturalizacién y desplazamiento
de las proteinas de membrana), membrana mitocondrial y acrosoma (reaccién
acrosdmica) (Blesbois, 2007). Una respuesta a estos efectos se basa en el incremento
del estrés oxidativo debido a una produccion excesiva de especies reactivas de
oxigeno (ROS) por ello los espermatozoides de gallos se hacen vulnerables al ataque
de radicales libres (ej. H202, O2- y OH-) debido a los acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) presentes en la membrana plasmatica (Fujihara & Howarth, 1978); (Parks &
Lynch, 1992); (Aitken, 1995); (Partyka, Lukaszewicz, & Nizanski, 2012). En

-40 -



- Universidad
(<5 Catslica
de Cuenca

consecuencia, los ROS se combinan facilmente con los PUFA, lo que conduce a la
produccion de una peroxidacion lipidica (LPO) (Surai et al., 1998); (Ansari et al., 2019).
Finalmente esto provoca una disminucién de la motilidad, viabilidad y capacidad
fecundante de los espermatozoides de gallo (Blesbois, 2007) lo que produce en una

fertilidad reducida en su aplicacién en campo después de una Inseminacion Atrtificial.

La mayoria de estos efectos perjudiciales pueden ser evitados si se adiciona los
Agentes Crioprotectores (A.C.P.) en Optima concentracién a los medios de
congelacion. El glicerol es un ACP penetrante que ayuda especificamente al
espermatozoide de gallo a controlar la formacion de cristales de hielo intracelular
(letales) y las velocidades de movimiento del agua a través de las membranas
plasmatica durante el congelamiento y el descongelamiento (Levin & Miller, 1981);
(Woelders et al., 2006). Ademas, el glicerol ayuda a mantener el contenido de ATP
celular y la retencidn de las macromoléculas superficiales esenciales para evitar el
dano y degeneracion estructural (Hammerstedt & Graham, 1992). En cuanto al semen
de gallo, el glicerol es el crioprotector mas utilizado (Blesbois, 2007): (Santiago-
Moreno et al.,2011), en concentraciones que siempre superan el 8% (v/v). De hecho,
los protocolos actuales utilizan una concentracion de glicerol del 11% como se ha sido
previamente demostrado por (Blesbois et al., 2008); (Long, et al., 2010); (Moce, et al,
2010) y (Purdy et al., 2009). Algunos autores observaron que los resultados mejoraron
en una raza de gallos en peligro de extincién cuando la concentracion de glicerol se
redujo al 8% vy eliminando el glicerol al momento de la |.A. (Blanch, et al., 2012). Otros
autores reportaron que los espermatozoides de gallos de la raza “Gallina Valenciana
de Chulilla” mostraron valores altos para los parametros de calidad (cinéticos e
integridad de membranas espermaticas) cuando fueron criopreservados con el 11%
de glicerol (v/v) (Blanch, et al., 2012) (Tomas et al., 2013); (Blanch, et al., 2012) pero
su capacidad fertilizante muy baja (<5%). No obstante, se ha demostrado que si la
concentracion de glicerol se reduce al 8% (Lake, Ravie, & McAdam, 1981) la

capacidad fertilizante aumenta (Tomas et al., 2013).

Los resultados de la presente investigacidon son consistentes a estos resultados
demostrando que las concentraciones altas de glicerol al 8 % (Gly-8) y 10 % (Gly10)
produjeron una mejor cinética como la MT y ALH (batida del flagelo) que dosis mas

bajas o sin glicerol (control). De hecho, con el 8 % de glicerol se obtuvo una mejor crio
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supervivencia celular basada en una mayor integridad de la membrana plasmatica

comparado con los otros grupos de menor concentracion.

Por otro lado, los factores “raza” e individuo (macho) pueden influir para que las
respuestas a la criopreservacion no sean las mismas que en razas ya definidas
(Blesbois, et al,, 2007). Nosotros especulamos que esto podria ser el caso de los
gallos de combate debido a varias caracteristicas que le hacen una raza no definida,
como previamente ya se ha demostrado en otras razas de gallos con respecto a la
calidad del semen, respuesta a la congelacion - descongelacion de espermatozoides
y la capacidad fecundante (Long, 2006). Ademas, otros autores consideran que las
concentraciones mas bajas de glicerol (<8%) mejoran la calidad y la capacidad de
fertilizacion del esperma criopreservado de gallo (Blanch, et al., 2014). Hasta donde
se sabe, un reporte realizado por (Phillips, et al., 1996) usé concentraciones bajas de
glicerol 3 y 4 % para congelar semen de gallo (con la adicién de metilcelulaosa) y
obtuvieron una tasa de fecundacién muy baja. Un estudio previo realizado por Blanc
et al. (2014) usaron concentraciones de 4, 6, 7 y 8% de glicerol adicionados al
diluyente Lake-Ravie para la preservacion de la raza “Gallina Valenciana de Chulilla”
y los resultados sugieren que una concentracién del 4% de glicerol produce una
calidad mas baja, independientemente de la fertilidad. Otros estudio sugiere que la
adicion del glicerol en bajas concentraciones es capaz de sintetizar y metabolizar el
glicerol para convertirlo en una fuente de energia extra de espermatozoides (Mohri &
Masaki, 1976).

En base a esta evidencia, en el presente estudio se podria especular que las
muestras congeladas con glicerol al 2% pudieron mejorar las caracteristicas cinéticas.
Los resultados sugieren que la adicion de glicerol al 2 % al diluyente Lake-Ravie
produjo resultados deseables (no tan distantes de las concentraciones altas: 8 y 10%
de glicerol) en la criopreservacion. De hecho, Gly-2 presenté las mismas motilidades,
velocidades, y parametros de relacion — progresividad que las dosis altas, incluso con
una ventaja en los porcentajes de indice de rectitud (STR) comparado con el grupo
control (lo que no fue evidenciado en los grupos Gly-8 y Gly-10). Desafortunadamente,
el efecto crioprotector del glicerol al 2% no fue suficiente para proteger la integridad
de la membrana plasmatica durante el proceso de congelacion y descongelacion

causando mas degeneracién y muerte celular en comparaciéon con dosis al 8%.
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Finalmente, estos resultados aportan con una informacion inicial importante para la
criopreservacion de espermatozoide de gallos de combate dado que su factor raza y
sus condiciones de manejo (alta competencia y temperamento) pueden constituirse
como un handicap al momento de emprender programas de cruzamiento y mejora

genética de esta raza de gallos usando material criopreservado.

-43 -



- Universidad
(<5 Catslica
de Cuenca

5.2 CONCLUSIONES

Esta investigacion concluye que la criopreservacion de esperma de gallo de
combate recogido mediante la técnica de masaje dorsal, diluido con Lake-Ravie
suplementado con el 8% de glicerol (v/v), congelado en pajuelas de 0,25 ml usando
dos rampas de congelamiento en vapores de nitrégeno liquido estatico y
descongelando las muestras a 4°C, produjo mejores resultados de criosupervivencia
celular basado en una mejor cinética e integridad de la membrana plasmatica
(viabilidad).

El diluyente lake-ravie-84 utilizado en la investigacion en combinacion con las
dosis mas altas de glicerol, fueron las mezclas con los mejores resultados a la hora
de criopereservar el semen de gallo, ya que los parametros obtenidos mostraron que

se mantuvieron las cualidades de todas las variables analizadas.

El glicerol a pesar de lo toxico que puede ser para los espermatozoides al
momento de la inseminacién artificial, y su recomendacion de extraerlo al momento
de la descongelacion para realizar el analisis en el sistema CASA, en esta
investigacién se pudo percibir que en combinacién con el diluyente lake-ravie-84, su
fusion fue tan eficiente, que no es necesario dicha extraccion, debido a que se

mantienen todos los parametros y variables sin ninguna alteracién observable.

5.3 RECOMENDACIONES

En el momento de la extraccion del semen es necesario depilar, limpiar y
desinfectar alrededor de la zona cloacal y abdominal para evitar la contaminacién de
las muestras con heces y uratos, sin embargo estos procesos no son los unicos ni los
mas importantes, debemos también desparasitar las aves por lo menos dos semanas
antes de realizarla practica de extraccion de semen, y asi evitamos que en las
muestras se contaminen con heces y uratos que estan muchas veces infestados de

parasitos o sus huevos.
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Los resultados obtenidos en otras investigaciones en cuanto a motilidad y
rectiliniedad utilizando otros diluyentes y otros crioprotectores en concentraciones
similares a nuestra investigacién, arrojaron resultados parecidos, siendo importante

probar utilizando nuevas concentraciones tanto de diluyente como de crioprotector.

Para estas investigaciones es mejor elegir gallos que durante el adiestramiento
sean capaces de eyacular como minimo de 100ul, ya que los volumenes menores a
esa cantidad dificultan el calculo de las diluciones, haciendo necesario mas

extracciones a mas gallos.

Es necesario aclimatar a los gallos a las condiciones a las cuales se va a realizar
el experimento por lo menos con un mes de anticipacion ya que los cambios bruscos
de temperatura pueden afectar tanto la cantidad como en calidad espermatica o

incluso producir enfermedades que afecten fisicamente a las aves.

A pesar de los resultados satisfactorios que se obtuvieron, creo importante
probar nuevos diluyentes en combinacion con el crio protector a base de glicerol, o lo
inverso, nuevos crio protectores con el diluyente lake-ravie-84, esto debido a la

dificultad que existe para conseguir estos reactivos dentro de nuestro pais.

Ciertamente los congeladores artesanales de semen hechos de poliestireno son
efectivos para este propdsito, pero tienen la particularidad que evaporan el nitrégeno
liquido con mucha rapidez, haciendo que el presupuesto para esta operacion se eleve
considerablemente, por lo que creo que se deben probar con otro tipo de congeladores

y evitar desperdicio de nitrégeno y a su vez de dinero.

Para este tipo de investigaciones se sugiere emplear gallos lo mas jovenes
posible, para tener la certeza que lograremos colectar los volumenes vy
concentraciones de semen que haga viable la investigacion, debido a que se ha
demostrado que las aves mientras mayor edad tienen va disminuyendo Ia

concentracion espermatica y el volumen eyaculado.
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Xll.  ANEXOS

Anexo 1. Extraccion de semen por masaje abdominal

Anexo 2. Cdlculo de concentracidon espermdtica
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Anexo 3. Preparacion de diluyente lake-ravie-84

Anexo 4. Mezcla de diluyente fraccion 1y fraccion 2
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Anexo 5. Empadijillado de pajuelas

Anexo 6. Congelacion de pajuelas
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Anexo 7. Almacenamiento de pajuelas

Anexo 8. Descongelacidn de pajuelas
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Anexo 9. Andlisis de variables de sistema casa

Anexo 10. Andlisis de microscopia de fluorescencia con yoduro de propidio
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