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Resumen

La criopreservacion espermatica como parte de las técnicas de reproduccion
asistida, es de gran utilidad en la produccién de aves domésticas y la cria en
cautiverio de aves silvestres. Permite mantener congelados los espermatozoides a
temperaturas de -196°C con vida latente por tiempo indefinido. Sin embargo, la
supervivencia de las células puede verse afectada por la misma congelacion, ya
que al formarse hielo intracelular las estructuras internas se dafian provocando la
muerte, por lo que el uso de crioprotectores es indispensable para evitar el dafio
gue la congelacion o la descongelacion puedan causar a la célula, debido a que
elimina la posibilidad de que se formen cristales de hielo. Al ser técnicas poco
desarrolladas en aves no se cuenta con los protocolos apropiados. Por ello, el
objetivo de este estudio fue criopreservar espermatozoides de codorniz (Coturnix
coturnix) con el uso de dos crioprotectores permeables (dimetilsulfoxido y glicerol)
y la combinacion de estos, ademas de mantener a las células en dos medios de
cultivo: el diluyente de semen para aves de corral de Beltsville (BPSE) asi como el
fluido tubarico humano (HTF) para después evaluar la viabilidad y movilidad
espermatica.

Se colectaron espermatozoides de 12 ejemplares de codorniz comun en los medios
BPSE y HTF, se evalud viabilidad y movilidad. Posteriormente 300 pl de cada medio
se criopreservaron por vitrificacion rapida en Nitrogeno Liquido (NL) al re-
suspenderlas en dimetilsulféxido al 10%, con glicerol al 12% y la combinacion de
ambos, por 30 dias. Después del periodo de criopreservacion, las células se
desvitrificaron y se evalud la viabilidad y movilidad. Los datos obtenidos se
compararon con una MANOVA, donde observamos que existe una diferencia
significativa en la movilidad espermatica debido a que en el medio HTF hubo una
tasa mas alta de recuperacion de espermatozoides moviles (23%) en contraste con
el BPSE (19%).

Palabras clave. Criopreservacién, Coturnix coturnix, crioprotectores, medios.

14



Introducciéon

El agua es esencial para la vida, ya que es indispensable para las funciones bésicas
de los seres vivos, por lo tanto, la falta o solidificacion de esta pone en riesgo al
organismo, sin embargo, en la preservacion de células vivas a bajas temperaturas
(criopreservacion) es indispensable su eliminacion ya que el material genético se
mantiene por largos periodos de tiempo gracias a la congelacién de las células.
Pues si se congela el agua intracelular las muestras se dafian porque se forman
cristales de hielo (Mazur 1984). La criopreservacion es una técnica utilizadapara la
conservacion de células o tejidos, no obstante, a pesar de que es de gran utilidad
en la fertilizacion in vitro también suele causar ciertas alteraciones en las células
tales como: dafios estructurales en las membranas (plasmatica, acrosoémica y
mitocondrial), lo que conduce a disminuciones en la viabilidad y la movilidad
espermatica que se traduce a un dafio en la capacidad de fertilizacion de los
espermatozoides (Watson, 2000). Uno de los dafios que pueden ser provocados en
la membrana plasmatica, puede deberse a la pérdida de colesterol y fosfolipidos,ya
gue estos ayudan con la flexibilidad de la membrana y la estabilidad (Dufourc,
2008 & Williams, 2013).

También las funciones dependientes de la energia se ven afectadas, como la
movilidad espermatica, ya que la criopreservacion puede causar dafos en la

mitocondria o fragmentacion en el ADN (Kurland y Andersson, 2000).

La criopreservacion de semen también modifica el medio interno: dandose
alteraciones en el balance iénico de sodio, zinc y calcio que se acumulan en el
espacio intracelular, asi como el potasio y magnesio que salen de la célula
(Williams, 2013). Esto se debe a que las proteinas de la membrana que funcionan
como bomba de iones disminuyen su actividad con el descenso de temperatura. En
el caso del citoesqueleto, afecta su funcion estabilizadora debido a Ila
despolimerizacién y a la re-polimerizacion dependientes de la temperatura
(Williams, 2013).
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En la regién acrosomal, tiene mucho que ver el tamafio del espermatozoide, ya que
en las especies donde la cabeza del espermatozoide es de mayor tamafio se ve
mayormente afectada como los espermatozoides de cerdo, contrario a las especies

gue cuentan con una cabeza pequefia y convexa (Williams, 2013).

Los ovocitos son células de gran tamafio que poseen un volumen mayor de agua
intracelular, en contraste con los espermatozoides y la criopreservacion de éstas
células reproductivas es una técnica que puede ayudar en la produccion y la
conservacion de recursos genéticos tanto en especies de importancia econdémica
como en especies silvestres (Brisioli, 2006). Por lo que, en el procedimiento de la
congelacion es necesario dar tiempo al agua de salir de la célula y asi evitar la
formacion de hielo, por el contrario la descongelacion debe ser rapida para no dar
tiempo a la recristalizacion durante la rehidratacion, en cambio el espermatozoide
posee poca agua y mucha membrana, caracteristica que le ayuda a sobrevivir mejor
a la criopreservacion debido a que hay mucho “espacio” por donde el agua puede
salir y los crioprotectores pueden entrar; ademas los cromosomas del
espermatozoide estan super enrollados, caracteristica que les permite sobrevivir a

potenciales dafios que pueda sufrir el ADN (Macferlane,1987).

Dentro de las ventajas que nos ofrecen los espermatozoides para la

criopreservacion en contraste con los ovocitos estan:
e La cantidad de espermatozoides.
e Son mas simples (no poseen zona pelucida u organelos corticales).
e EIl poco volumen de agua gque posee.

Sin embargo, a pesar de todas estas ventajas sobre su contraparte (el ovocito) no
se ha podido superar el promedio de recuperacion de la movilidad y supervivencia
de este (50 -60%) (Bisioli, 2006).

La criopreservacion ofrece muchas ventajas dentro de las cuales estan:
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e Conservacion de animales que se encuentren en riesgo o en peligro de

extincion y su reproduccion en cautiverio.

e Reduccidn en costos de almacenamiento
e Reduccion en transmision de infecciones
e Intercambio genético a larga distancia

e En el caso de animales de granja, ofrece la preservacion de razas o lineas
de especial interés para asegurar la conservacion en caso de epidemia, como
en el caso de la fiebre aftosa que ataca cerdos, vacas, ovejas y cabras, o la

gripe aviaria en gallos (Ramonez., 2013).

En la criopreservacion las muestras celulares se mantienen en tanques con
nitrogeno liquido y se pueden procesar por dos vias: congelacion y vitrificacion; en
esta ultima se identifican la rapida y ultrarrapida. En la congelacion,con ayuda de
refrigeradores especiales la temperatura de las células o tejidos se baja
paulatinamente, hasta alcanzar los -80 °C, posterior a esto las muestras se
guardan en los tanques de nitrégeno liquido (NL) que alcanza los -196°C (Avila-
portillo., et al. 2006; Pegg., 2007).

En la vitrificacion rapida se usan los vapores del nitrdgeno para la congelacion de

las muestras (fig.1)
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espermatozoide vitrificacion rapida Almacenamiento
41°C (con vapores de NL) en tanque de NL

Figura 1. Esquema de la vitrificacion rapida de espermatozoides (imagen creada con BioRender).

En la vitrificacion ultrarrapida las muestras se sumergen directamente en el NL, con
ayuda de unarejilla y una micropipeta, para ello, se van soltando gotas de la muestra

hasta que estas se congelan completamente y forman perlas (fig.2).

P

espermatozoide vitrificacion ultra- Almacenamiento
41°C rapida (la muestra en tanque de NL
se mete
directamente en el
NL)

Figura 2. Esquema de la vitrificacion ultrarrdpida de espermatozoides (imagen creada con BioRender).
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Las bajas temperaturas prolongan el tiempo de vida de las células debido a que
ralentiza su metabolismo (Avila - Portillo et al., 2006). Sin embargo, es posible que
provoque alteraciones en las estructuras celulares por la exposicion de las células
a temperaturas extremas, estas alteraciones pueden ser en la membrana celular,
los organelos y en la interaccion célula — célula (Woods et al., 2004). Para evitar
estos dafios, se han utlizado diferentes sustancias que funcionan como
crioprotectores; los cuales evitan la formacion de hielo intracelular debido a que
deshidratan a las células sustituyendo el agua intra o extracelular, ademas de los
crioprotectores, también es necesaria la participacion de soluciones que simulen

las condiciones fisioldgicas del organismo (Avila — portillo et al., 2006).

Los crioprotectores pueden dividirse en permeables y no permeables; los
permeables presentan bajo peso molecular propiedad que les permite penetrar
facilmente a la célula, sustituyendo el agua intracelular por medio de la 6smosis, de
esta forma se evita la formacion de cristales de hielo, que son los responsables del
dafo que este pueda causar a las estructuras internas de la célula; sin embargo,
algunos crioprotectores son densos por lo que disminuyen la movilidad espermatica
e incluso resultan toxicos para las células (Medeiros et al, 2002). Un ejemplo de
estoes el dimetilsulféxido (DMSO) que posee un efecto bifasico que depende de
la concentracion que se utilice, esto quiere decir que, a concentraciones mas
bajas, provoca un efecto de adelgazamiento de la membrana que facilita el flujo de
agua; por otro lado en altas concentraciones el DMSO puede formar poros en la
membrana, provocando la muerte de la célula (Ramirez & Luza., 1967). El glicerol
es otro ejemplo de crioprotector permeable, es un alcohol de tres grupos hidroxilos,
posee alta viscosidad y una masa molecular de 92.09 g/mol, es el crioprotector
mas usado en espermatozoides de gallos y pavos, ya que al ser eliminado antes
de la fecundacion da resultados favorables; sin embargo, tiene efectos
anticonceptivos, ya que disminuye la movilidad espermatica e irrita la mucosa
vaginal (Hammerstedt & Graham 1992). El glicerol afecta la membrana del
espermatozoide aumentando su fluidez y el metabolismo de la célulaal provocar
una hiperactividad prematura que disminuye la capacidad de fertilizar del

espermatozoide.
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Dentro de los crioprotectores permeables mas usados estan: el glicerol, etilenglicol,
dimetilsulfoxido, dimetilacetamida y polivinilpirrolidona. (Hammerstedt & Graham
1992).

Por otro lado, los crioprotectores no permeables presentan un alto peso molecular
qgue les imposibilita entrar a la célula, por lo tanto, actian desde afuera de esta,
cubriendo a la membrana, aumentando la viscosidad y presion osmética para
deshidratarla de manera rapida (Mac Gann, 1978). Los crioprotectores no

permeables son principalmente azicares como: trehalosa, sacarosa, dextrano, etc.

1.1 Material biolégico

La codorniz (Coturnix coturnix) (figura 3) es un ave galliforme que pertenece a la

familia Phasianidae (Linnaeus 1758).

Es de tamafio pequefio ya que posee una longitud de pico a cola de 17.5 cmy
pesaaproximadamente 70 a 155 g es de color marron con manchas blancas, su
alimentacion esta basada en vegetales e invertebrados, posee una gran capacidad
de adaptacion que le ha permitido distribuirse a distintas regiones como Europa,

Africa y América, siendo originarias de Japon y China (SEO/birdlife., 2018).

La codorniz alcanza la madurez sexual cuando cumple 6 semanas de vida, su
temporada de apareamiento es durante los meses de mayo y agosto cuando la
codorniz puede realizar de dos a tres puestas y poner entre 8 a 13 huevos. El
proceso de incubacion es de 17 a 20 dias y los polluelos pueden valerse por si

mismos pocas horas después de la eclosion (SEO/birdlife., 2018).
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Actualmente muchas granjas se dedican a la

crianza de estas aves por su precocidad de e

puesta, crecimiento rapido, gran resistencia a § /" &
enfermedades, facil adaptabilidad y la calidad '

de los huevos, ya que son considerados una y ’,“

exquisitez culinaria, ademas la cdscara de los =¥ :,‘,_. 7 - *,g._
huevos de codorniz presenta alta resistencia g :v, N
durante el transporte, ya que la cantidad de Figura 3. Codc;rniz comun

(Coturnixcoturnix) fuente: flickr
huevos rotos es menor contrastado con los

huevos de gallina, haciendo méas facil su
distribucion. (Gonzalez - Sanchez, et.al. 2018).

Entre las propiedades de los huevos tenemos:

e una cantidad baja de calorias
e cuenta con 64 miligramos de calcio
e cuenta con algunas vitaminas como la Ay B

Por estas razones la codorniz comun no se encuentra en la lista de especies
amenazadas; sin embargo, la poblacion silvestre ha disminuido a causa de la
destruccion de su habitat y a su caza (SEO/birdlife, 2018).

Pese a que son aves de facil cuidado y rapida adaptabilidad, en las granjas, existen
variables que pueden afectar la fertilizacion de los huevos, mencionando algunas:
los machos por motivos de conducta propios de cada especie prefieren a ciertas
hembras lo que causa huevos infértiles (Cecil & Bakst, 1990) e incluso la
temperatura ambiental puede intervenir en la produccién espermatica (Atlas animal.,
2022).

Por sus caracteristicas y su facil manejo estas aves son utilizadas como un
modeloanimal para experimentacion en laboratorio; de modo que en este trabajo
se utiliz6 como modelo para estudiar la criopreservacion de espermatozoides en

aves.
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1.2 Aparato reproductor

El aparato reproductor de aves macho lo conforman: los testiculos, los conductos
deferentes y el 6rgano copulador o papila eréctil (Herrera, et al., 2013). Los
espermatozoides se ubican en los testiculos, a su vez localizados, en el centro de
la cavidad corporal, en el area dorsal cerca de los rifiones, adyacentes a las
glandulas adrenales y sostenidos por ligamentos de la superficie dorsal (Etches,
1996), debido a la ubicacion de los testiculos, los espermatozoides deben
mantenerse a una temperatura de 42°C. Los espermatozoides de las aves a
diferencia de los mamiferos son alargados, tienen una medida que va de los 80 a
los 90 ym de largo y se identifican tres zonas: cabeza, pieza media y cola (figura
7)(Herrera et al., 2005). La cabeza es curva y tiene un promedio de 12 a 13 ym de
largo, el acrosoma que contiene enzimas necesarias para la fertilizacion y se
encuentra en la punta de la cabeza presenta un tamafo de 2 ym de largo; la pieza
media que cuenta con las mitocondrias tiene 4 ym de largo y la cola tiene una

longitud aproximada de 80 umy alrededor de 0.5 um de ancho (Long, 2006).

PARTE PRINCIPAL

CAPUCHA ACRSOMAL TILLE A

REGION POSTACRSOMAL e

o

P e, . I — . /

3
—————

PARTE FINAL

CUELLO COLA
K CABEZA 4um 80pm j
12pm \/
90um

Figura 4. Dibujo que muestra la morfologia del espermatozoide de las aves. (Huitrén, 2019)

Cuando la temporada de cépula comienza los espermatozoides pasan por los

conductos deferentes hasta el aparato reproductor femenino y es ahi donde
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terminan su maduracion, esta consiste en una serie de cambios que ayudan a la

fecundacion de los évulos, dentro de los cambios estan (Olivera, et al., 2016):

e Movimiento del flagelo: el movimiento debe ser simétrico para un

desplazamiento progresivo.

e Capacitacion: potencial de un espermatozoide a hiperactivarse (cambio en

su movimiento) y lograr la reaccion acrosomal.

0 Reaccion acrosomal: es un proceso donde las membranas
(citoplasmatica y acrosomal externa) se fusionan para dar paso a la
liberaciébn de enzimas fundamentales para que el espermatozoide

pueda atravesar la zona pelucida (Olivera et al 2006).

1.3 Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso mediante el cual las espermatogonias se

diferencian y dan lugar a espermatozoides, existen 3 etapas:

e Fase espermatogonial. - la espermatogonia se divide por medio de la

mitosisy se transforma en espermatocito |

e Fase espermatocitaria. - aqui ocurren dos divisiones meiéticas donde el

espermatocito | cambia a espermatocito Il y posteriormente a espermatida

e Fase espermiogénica. - en esta fase ocurre la diferenciacion, ya no

haydivisiones celulares (Figura 8) (Simon, 2003)
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Figura 5. Esquema de la espermatogénesis. (imagen creada con BioRender)

24



ANTECEDENTES
El primer reporte de congelacién de semen fue en 1776 por Spallanzani, €l observo

por primera vez la movilidad de espermatozoides humanos después de someterlos
a temperaturas bajas, en 1866 Mantegazza congel6é semen humano que sobrevivid
a este proceso, por lo que él propuso los bancos de semen congelado, pero fue
hasta 1949 que Polje descubri6 de manera accidental el uso del glicerol como
crioprotector (Natarajamani, 2017). A pesar de que los espermatozoides fueron los
primeros tipos de células criopreservadas (Avila- portillo et al., 2006), se sigue

intentando mejorarla debido a su baja sobrevivencia después de la descongelacion.

Posteriormente, en 1978 Lake y Stewart utilizaron glicerol para proteger a las
células y los resultados obtenidos fueron favorables, de esta manera Lake y

Steward se convirtieron en los primeros en criopreservar semen de gallo con éxito.

La concentracion que se utiliza de crioprotector es un factor importante en el
resultado que obtendremos, ya que, al ser un agente externo, los crioprotectores
tienen cierto grado de toxicidad en las células germinales. Dentro de los
crioprotectores permeables mas utilizados en gallos destacan: el gliceral,
dimetilsulféxido (DMSO) y dimetilacetamida (DMA) (Asano, & Tajima, 2017). Sin
embargo, con el glicerol se han obtenido porcentajes mas altos de recuperacion de
movilidad después de la criopreservacion; no obstante, la concentracion utilizada es
un factor importante ya que si se utiliza una concentracion mayor a 0.163 M causa
un efecto anticonceptivo, otro contratiempo es que si los espermatozoides se utilizan
para fecundar, el glicerol debe eliminarse antes de utilizar los espermatozoides, ya
gue crea irritacion en el tracto vaginal, ademas al ser una solucion muy viscosa
dificulta a los espermatozoides su movilidad a través del tracto femenino. Otros
crioprotectores como DMSO y DMA generan menores porcentajes de fertilidad

después de criopreservar a los espermatozoides; sin embargo, muchos autores
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prefieren utilizar estos crioprotectores en lugar del glicerol por los contratiempos que

provoca (Lake et al., 1981).

Una ventaja que la criopreservacion brinda es la disponibilidad y el facil manejo de
las muestras seminales y el mantenimiento en lineas de aves de interés comercial
ya sea por la calidad de los huevos o la cantidad de carne; sin embargo, la especie
mas estudiada ha sido el gallo doméstico y los protocolos que se utilizan en esta
ave son utilizados en otras especies, incluidas las silvestres y aves de corral, o cual
es un error ya que la membrana espermatica presenta distintas proporciones de sus
componentes dependiendo de la especie, esto hace que la permeabilidad de la

membrana sea distinta (Long, 2006; Celeghini et al., 2007).

El gallo es el modelo bioldgico que mas se ha utilizado en la criopreservacion ya
gue ofrece ciertas ventajas, como: su facil acceso, debido a que no se encuentra en
peligro de extincion, la cantidad de semen que produce y el tiempo durante el que
se puede almacenar sin tener que criopreservar (24h) (Donoghe & Wishart, 2000).
Otra ave de corral que se utiliza en trabajos de criopreservacion es el pavo, en
donde se ha reportado semen almacenado hasta por 6 hr en refrigeracion (Donoghe
& Wishart, 2000). Sin embargo, las tasas de fertilizacion y de movilidad de semen
criopreservados son considerablemente menores en pavos comparado con gallos,
ya que los espermatozoides de pavo son mas sensibles a los cambios de
temperatura (Blanco et al., 2000) y la constitucién de la membrana plasmatica entre
ambas especies es distinta, esto provoca que se utlicen técnicas de
congelacion/descongelacion distintas dependiendo de las especies (Long et al.,
2006), esto también se observa dentro de la misma especie pero en distintas
lineas,ya que hay razas de gallos en las que la tasa de recuperacion de viabilidad
de semen es mayor que otras después de la criopreservacion, como en el caso de
gallos de la raza gallina valenciana de chulilla donde la recuperacion de
espermatozoides fue de 81% con glicerol (al 11%) y 40% con DMA (al 5.1%) (Blanch
et al., 2014) y en el caso de gallos de la raza gallina murciana la viabilidad fue de
63% con glicerol (al 10.83%) (Duchi et al., 2009). En la gallina de guinea (Numida

meleagris), los porcentajes de recuperacion de espermatozoides, utilizando 6% de
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dimetilformamida (DMF), después de la congelacion fueron del 20% (Singneurin &
Blesbois, 2006). En gallos domésticos (Gallus gallus domesticus) la recuperacion
de espermatozoides es de 95%, con DMSO (3%) contrastando con los porcentajes

de movilidad que fueron muy bajos (36%) (Herrera et al., 2005).

En los espermatozoides de patos la recuperacién es muy variable dependiendo de
la especie, ejemplo de esto son los espermatozoides de patos de Moscovia que son
mas resistentes al congelamiento que los de patos de Pekin. Otro trabajo realizado
donde se compararon diversos crioprotectores, se obtuvieron porcentajes mas altos
de movilidad con el glicerol al 8% donde el porcentaje fue de 68%, con el DMSO al
10% el porcentaje de movilidad fue de 73%, en el caso de DMA al 10% el porcentaje
de recuperacion fue de 61% y con DMF al 8% el porcentaje de recuperacion de
movilidad fue de 58%, los cuales son porcentajes considerablemente altos
considerando que el porcentaje de recuperacion de espermatozoides moviles
recién obtenidos fue de 80% ( Han et al., 2005).

En pavos, se realiz6 un trabajo donde se compararon diversos diluyentes, que
fueron BPSE, IMV (instruments for veterinary medicine) y MTGA (Minnesota turkey
growers association) adicionado con gentamicina, donde el BPSE fue el medio
donde se recuper6 un mayor numero de espermatozoides moviles (49%) en
contraste con los otros medios 35% IVM y 33% MTGA (Sexton, 1988).

Con el crioprotector permeable dimetilacetamida (DMA) se han realizado varios
experimentos, uno de ellos fue con el 6% de concentracion; sin embargo, la
recuperacion de viabilidad espermatica fue baja (38%) (Lemoine et al., 2011). Un
trabajo con resultados similares se realizé con el 8% de DMA donde el porcentaje
de viabilidad fue de 41% (Cerolini et al., 2009), por otro lado, los porcentajes mas
altos reportados fueron con el 10% de DMSO y el 11% de glicerol donde la
viabilidad fue de 53% y 84% respectivamente (laffaldano et al., 2016; Long et al.,
2014).

En gaviotas (Larinae sp) las tasas de fertilizacibn con semen congelado son

mayores al 60%, porcentaje similar en gallos, esto contrasta con los
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pavos donde la tasa de huevos fecundados es aproximadamente del 30%
(Lukaszwicz., 2001).

En faisan (Phaisanus colchiucus), halcén cola roja (Buteo jamaicensis) y gallo
(Gallus domesticus) se observo la motilidad espermatica pos-criopreservacion,
cuando se utilizé dimetilsulféxido (DMSO) y polivinilpirrolidona (PVP) y como medio
Beltsville Poultry Semen Extender (BPSE), en faisan (P.colchicus) la motilidad fue
del 82% en espermatozoides recién obtenidos la cual disminuyé a 42% y 34%
(DMSO y PVP), en el halcén cola roja (B. jamaicensis) la movilidad en
espermatozoides recién obtenidos fue de 67% y post criopreservacion de 34% vy
39% (DMSO,PVP) en el gallo los espermatozoides recién obtenidos mostraron una
motilidad promedio de 84% y post criopreservacion de 36% con ambos crio

protectores (Herrera et al., 2005).

En el 2016, Cruz utiliz6 DMSO vy glicerol como crioprotector y sometio el semen
del halcon de Harris a vapores de nitrogeno para el congelamiento del semen,
observando que la movilidad de espermatozoides no era significativamente
diferente entre el DMSO (16.8 %) y glicerol (20%); por el contrario, si encontr6
diferencia significativa en el nimero de espermatozoides vivos de 58.1% de DMSO

en contraste con el glicerol de 73.6%.

En el caso de halcon peregrino (Cardoso et al.,, 2020) la movilidad pos-
criopreservacion fue de 14% con DMSO y 4% con DMA, por otro lado, en la

viabilidad espermatica se obtuvo el 21% con el 8% de DMA.

Otro factor importante en la congelacion de las muestras de semen ademas de los
crioprotectores son los diluyentes, de los cuales se han utilizado distintos con el fin

de mantener la viabilidad y la movilidad de los espermatozoides en aves.

La finalidad de estos es semejar el medio fisiologico interno de las aves lo mas
posible, proveer energia y fungir como agente quelante, estos no deben
deteriorarse al almacenarse y evitar el crecimiento bacteriano (Bootwalla & Miles,
1992). Los componentes principales son fosfatos, citratos y moléculas organicas
como BES (N,N-bis(2hidroxiethil)- 2aminoetano de &acido sulfénico) o TES (N-

tris
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(hidroxiethil)metil-2-aminoetano de acido sulfénico) que ayudan a mantener el pH,
ya que un pH acido reduce la movilidad espermatica mientras que uno alcalino
reduce la fertilidad. También debe de contar con &cido glutdmico, que es un
componente importante que ayuda a regular la presion osmoética en el semen
(Bootwalla & Miles, 1992).

El BPSE (Beltsville Poultry Semen Extender) es un diluyente que se cre0
especialmente para espermatozoides de aves domésticas ya que esta disefiado
deacuerdo con las caracteristicas metabdlicas de estas aves. Por otro lado, esta el
medio Lake del que se han obtenido mejores resultados para almacenamiento en

fresco (Herrera 2017).

Herrera et al., (2017) realizaron un trabajo donde compararon BPSE y Lake,
utilizaron como modelo biolégico al halcon de Harris (Parabuteo unicintus) y
dimetilsulféxido 64.1M como crioprotector. Concluyendo que con BPSE se
obtienen mejores porcentajes de recuperacion de espermatozoides moviles
después de la criopreservacion, ya que se recuperd un 37.9% de movilidad en
comparacion con elmedio Lake donde la recuperacion de movilidad fue de 30.9%;
sin embargo, para la conservacion en fresco el porcentaje de espermatozoides
moviles fue mayor en el medio Lake 68.4% en contraste con la movilidad
espermatica del BPSE 63%. Otro punto destacable de este trabajo es que la
recuperacion de espermatozoides moviles disminuyé un 50% después de la
congelacion. En la viabilidad, los autores notaron que no hubo diferencia
significativa entre ninguno de los dos diluyentes post-criopreservacion (semen
recién obtenido; BPSE, 98%, Lake 96%, semencriopreservado BPSE, 95%, Lake
94%)).

Santiago-Moreno et al., (2019) trabajaron con semen de dos especies de pinglino
(pinglinos de patas negras y pingilinos papuas) y compararon la viabilidad
espermatica post- criopreservacion y semen recién recolectado, como diluyente
utilizaron un medio a base de glutamato- polivinilpirrolidona y como crioprotector
utilizaron 8% de glicerol. Santiago-Moreno et al., (2019). Observaron que con el

pinglino de patas negras obtuvieron un mayor porcentaje de viabilidad (71%) y
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Movilidad (58%) con espermatozoides recién obtenidos, en contraste con el papua
donde la viabilidad fue de 69% y la movilidad de 48% demostrando que no existe
diferencia significativa entre las dos especies; sin embargo cuando descongelé
utilizé dos temperaturas distintas 5 y 37°C y observaron que la descongelacion a
5°C es recomendada para pingtinos de patas negras y en el caso de pinguino
papua no hubo diferencia significativa entre 5 0 37°C, a pesar de esto, el pingtino
de patas negras result6 ser mas sensible al proceso de
congelacién/descongelacién. Esto podria explicarse a partir del tamafio de la
cabeza del espermatozoide, ya que este influye en la respuesta a la
criopreservacion debido a la cantidad de agua que la célula contiene, un ejemplo
es el pinglino rey donde el area de la cabeza del espermatozoide es de 19.7 umy
de los pinglinos papua es de 18.2 um (Santiago-Moreno et al., 2016). En el
pinglino de patas negras no se ha determinado el tamafio de la cabeza del
espermatozoide, pero en otras especies como: gallo doméstico el espermatozoide
es de tamafio pequefio 14 um, en pavo 11 um en codorniz japonesa 21 pm y
algunas rapaces como aguila dorada ohalcon peregrino 7 um (Santiago-moreno et
al., 2016)

Otro factor importante que puede modificar los resultados es la técnica que se utiliza
para la congelacion/descongelacion, debido a que son los puntos criticos de la
criopreservacion, la entrada o la salida del agua intracelular para evitar la formacion
de los cristales de hielo. Blanco (2000) realizé un estudio con distintas especies de
aves donde compard distintas cantidades de un crioprotector permeable (DMA) y
dos técnicas distintas de criopreservacién que fueron la vitrificacion ultrarrapida,
donde sumergié la muestra directamente en NL y la congelacion donde fue
disminuyendo la temperatura paulatinamente de 1°C por minuto hasta llegar a los -
20°C posteriormente fue disminuyendo 2°C por minuto hasta llegar a los -70°C y
después de esto sumergio la muestra en NL. En los resultados pudo observar que
los porcentajes de viabilidad esperméatica fue muy distinta entre especies, ya que
las muestras reaccionaban de manera diferente dependiendo de la cantidad de
crioprotector y la técnica que se utilizé (congelacién/vitrificacion). Por ejemplo, en
especies como el gallo la viabilidad fue del 48% y en aguila imperial 72% estos
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Porcentajes se dieron con la vitrificacion ultrarrdpida y la concentracion del
crioprotector fue de 2.06 y 2.70 respectivamente. En el pavo (36%), halcon
peregrino (50%), aguila dorada (59%) y &guila de Bonelli (70%) la viabilidad
espermatica reaccioné mejor al congelamiento y se utilizé6 2.06M en la mayoria de

las especies, solamente en el aguila de Bonelli se utiliz6 0.68M de DMA.

Dados los antecedentes de criopreservacion de espermatozoides de aves se puede
decir que todas las especies reaccionan de manera distinta, por lo tanto, es
necesario analizar cada especie por separado para poder ver los porcentajes de
recuperacion de espermatozoides post-congelacion al usar diferentes medios de

incubacion y el uso de distintos crioprotectores.
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JUSTIFICACION

La criopreservacion es una herramienta que a través de la congelacion permite el
mantenimiento adecuado de los espermatozoides por un tiempo prolongado, sin
gue se vea afectada su viabilidad, por lo tanto, constituye una herramienta para la
conservacion de distintas especies o el mantenimiento de lineas de interés
econdémico, asi como el manejo de muestras seminales a bajos costos en zonas

donde el acceso es dificil.

La criopreservacion es perjudicial para los espermatozoides, altera su morfologia,
lo que podria causar su muerte. Por lo tanto, se requieren técnicas para cada
especie y poder asi conservar la integridad de los espermatozoides, sin embargo,
la evaluacion de los indicadores como la viabilidad y la movilidad ayudan a predecir

gue tanto éxito tendra un espermatozoide en la fertilizacion de un huevo.

Los crioprotectores mas utilizados y confiables son glicerol y DMSO. Sin embargo,
estos estudios se han enfocado en aves de corral como gallos y pavos y en otras
especies silvestres como aguilas, los resultados no han sido tan favorables como
en gallos; por lo tanto es necesario buscar distintos medios y crioprotectores que
contribuyan a la metodologia de criopreservacion y permitan un mayor éxito

reproductivo.

El uso de aves domésticas como modelos, permite optimizar y mejorar esta
técnicaque podria ayudar en la produccion y crianza de las aves de importancia
econdmicay a su vez el protocolo establecido puede ser aplicado en especies

como aves en peligro de extincion.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢De qué método para la criopreservacion de los espermatozoides de Coturnix
coturnix se obtendré una tasa de recuperacion mas alta de viabilidad y movilidad si
se emplean los crioprotectores permeables, dimetilsulfoxido (DMSO) o glicerol o la
combinacién de ambos (DMSO + glicerol) aunado a los medios de incubacién HTF

y BPSE (Beltsville Poultry Semen Extender) después de la criopreservacion?
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HIPOTESIS

El medio de incubacion BPSE (Beltsville Poultry Semen Extender), en conjunto
conlos crioprotectores permeables, dardn una tasa de recuperacion mas alta en la
viabilidad y la movilidad espermatica, en contraste con el medio de incubacion HTF,

después de la vitrificacidén de las muestras de espermatozoides de Coturnix coturnix
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OBJETIVO GENERAL
Comparar el efecto de los crioprotectores DMSO, glicerol y DMSO + glicerol, asi

como los distintos medios de cultivo, HTF y BPSE sobre la viabilidad y la movilidad

de los espermatozoides de Coturnix coturnix, después de su criopreservacion.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar el efecto del uso de los medios de incubacion BPSE (Beltsville Poultry
Semen Extender) y HTF para la conservacion de la movilidad y viabilidad de los

espermatozoides de Coturnix coturnix.

Determinar la tasa de recuperacién de espermatozoides moviles y viables con el
uso de glicerol al 12% como crioprotector de los espermatozoides de Coturnix

coturnix.

Analizar la tasa de recuperacion de la movilidad y viabilidad de los espermatozoides
de Coturnix coturnix criopreservados con el uso de dimetilsulfoxido al 10% como

crioprotector.

Cuantificar el numero de espermatozoides viables y moviles con el uso de dos
medios de incubacion (BPSE, HTF) y los diferentes crioprotectores en el proceso

de desvitrificacion.
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METODOLOGIA

1.1 Diseno

Se utilizaron 12
codornices

| “NoMm-033-200-1995.

Se extrajeron los
conductos deferentes

ﬁ los conductos se
Cada conducto se -
cortaron con tijeras

coloco en un medio denotro de tubos
distinto (HTF y BPSE)

eppendorff
v
Se colocaron los tubos ¢ ,
a bafio maria por 10 —— /
minutos

Figura 6. Esquema de la metodologia

A los espermatozoides en suspension se les realiz6 un analisis de semen, utilizando

la metodologia de la OMS (2021) para semen humano, donde se determiné:

MOVILIDAD
La movilidad progresiva y total. Para ello se tomd una muestra de 10 pl del

tuboeppendorf y se observo al microscopio 6ptico con un objetivo a 40x.

Se procedio a hacer un conteo de al menos 200 espermatozoides y se determing el

porcentaje en las siguientes categorias:

A. Movilidad progresiva: espermatozoides que se mueven rapida y

linealmente.
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B. Movilidad de grado 2: espermatozoides que se desplazan, pero de forma

mas lenta
C. Movilidad no progresiva: ausencia de progresion
D. Inmoviles: espermatozoides que no presenta ningin movimiento

La movilidad total se expresa en porcentaje y es la suma de la movilidad A mas

la movilidad B.

VIABILIDAD
La viabilidad proporciona informacion sobre el porcentaje de espermatozoides

vivos. Para su determinacion y evaluar la integridad de la membrana, las
células, se someten a la solucion kit EspermaVit

®. Vitalidad (FertiMexico, S.A de C.V.). Para hacer la prueba de la viabilidad se
coloca la misma cantidad decolorante (25 pl y de la muestra 25 pl) en un tubo
eppendorf y se mezcla homogéneamente posteriormente se toma una muestra
de 10 pl, se coloca en un portaobjetos para ser analizados al microscopio
optico bajo un objetivo de 40x y hacer un conteo de al menos 200

espermatozoides entre tefiidos (muertos) y no tefidos (vivos).

DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS
Para la determinacion del nimero de células se utilizé la camara de Neubauer,

se realizdé una dilucidbn de semen y el conteo se realiz6 en la cuadricula de
glébulos rojos de la misma camara con un aumento de 40x bajo un

microscopio optico.

PRESENCIA DE OTRAS CELULAS
Se analizé una preparacion de 10 ul de la muestra bajo un microscopio éptico

para observar si se encuentra otro tipo de células, por ejemplo, células del

epitelio, espermatocitos o leucocitos.
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1.2 CRIOPRESERVACION

39

Para la criopreservacion por vitrificacién rapida, cada conducto deferente se
coloc6 en 1 ml de cada uno de los siguientes medios: BPSE y HTF, los cuales
se describen en la tabla 1 y se procedié a seccionar los conductos con la
finalidad de que salgan los espermatozoides, posterior a esto los medios se
diluyeron en una proporcion de 1:2 con cada uno de los siguientes

crioprotectores,
a) glicerol 12% +DMSO 10%
b) glicerol al 12%
c) DMSO 10%

Después se tomaron muestras de 350 pl que se introdujeron en crioviales
previamente rotulados y se colocaron sobre varillas suspendidas dentro del
tanque de NL durante 10 minutos para que el vapor congelara las muestras y

posteriormente se metieron por completo al tanque.



Tabla1BPSEy HTF

BPSE
Fructuosa 0.027M
Citrato de 0.0019M
potasio
Fosfato 0.072M
dipotasico
Acetato de sodio | 0.031M
Fosfato mono 0.0047M
potéasico
Cloruro de 0.0027M
magnesio
Tris 0.016M

(hidroximetil)
aminometano

Tabla 1. contenido del medio BPSE y el medio HTF con las concentraciones de cada reactivo.

1.3 DESVITRIFICACION

Tras un mes de almacenamiento se retiraron los crio-viales del tanque de nitrégeno
liquido. En cada vial se adicion6 el mismo volumen de medio y se colocé en bafio
Maria a 41°C por 2 minutos, posteriormente se realiz6 una preparacion de 10 ul de
los espermatozoides desvitrificados y determiné la movilidad, para la viabilidad se
utilizo la solucién del kit EspermaVit el cual tifie a los espermatozoides que tienen
la membrana dafiada, o que quiere decir que ya estan muertos (figura 8), se

realizé6 un conteo de 200 espermatozoides en distintos campos a 40x en el

microscopio optico.
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HTF
NaCl 101.60mM
KCI 4.70mM
MgSO4 0.20mM
KH2PO4 0.37mM
CacCl2 2H20 2.04mM
NaHCO3 25mM
Glucosa 2.78mM

Piruvato de sodio | 0.33mM
Lactato de sodio 21.40mM

Penicilina-G 100 Ul/ml
Estreptomicina- 50mg/ml
SO4



Figura 7. Micro-imagenes en microscopia de campo claro a 40x de: a) espermatozoides de

Coturnix coturnix que presenta tincion, lo que indica que estan muertos (cuadros rojos). b).
Espermatozoides que no presenta dafio en la membrana por lo tanto no presentan tincion (cuadros

amarillos) y célula de eritrocitos (flecha verde)

1.4 Andlisis estadistico
Los porcentajes de viabilidad y movilidad de los espermatozoides de Coturnix

coturnix se analizaron con la prueba de MANOVA. Posteriormente, los datos
significativos (p < 0.05) se analizaron con una ANOVA de una via, todos los analisis
se realizaron con el programa estadistico NCSS'° DATA ANALYSIS.
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RESULTADOS
1.1 Experimentos previos

Para hacer este trabajo se realizaron distintas pruebas para determinar la
metodologia para la criopreservacién de espermatozoides, en un principio se trabajé
con un macho de Parabuteo unicintus y para la metodologia las muestras se
centrifugaron a 1,100 rpm durante 10 minutos para lavar las células. Sin embargo,
estas se dafaron (figura 9) por lo que la centrifugacion se eliminé. No obstante, aln
después de omitir la centrifugacion de las muestras no se obtuvieron resultados
favorables ya que después de descongelarlas observamos que las células se
disolvian (figural0), por tal motivo probamos los diluyentes y los crioprotectores en
otro espécimenpara determinar que estas no eran las que dafiaban las muestras y
utilizamos un gallo domeéstico (Gallus gallus domesticus) y al analizar las pruebas
notamos que estas no presentaban ningun problema morfolégico por lo tanto se
determind que los crioprotectores y los medios no eran los responsables de dafar

las muestras desemen del Parabuteo unicintus,

Se realizaron experimentos con otro medio que fue el LAKE que también ha sido
utilizado en la criopreservacion de semen de aves, sin embargo, no encontramos
resultados favorables este diluyente por tal motivo se eliminaron y buscamos un
medio que tuviera mas similitud fisiolégica con las aves, por esta razonelegimos el
HTF (Human Tube Fluid).

Por lo tanto en los estudios del semen, dichas variables son analizadas para
determinar si se pueden utilizar en una inseminacion artificial, un ejemplo de esto
son los trabajos con semen crio-preservado, ya que su almacenamiento a bajas
temperaturas y transporte ha ayudado al sector ganadero y avicola en la
disminucién de costos al permitir el intercambio de material genético a larga
distancia o a granjas con dificultad de acceso, las muestras pueden usarse
duranteun periodo de tiempo largo (el tiempo de almacenamiento de una muestra)

y se puede realizar un control genético y sanitario antes de ser usado.
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Para este estudio se determin6 que el mejor prospecto de investigacion era Coturnix

coturnix (codorniz comun), debido al tamafio pequefio, a su facil acceso.

Sin embargo, cuando iniciamos la criopreservacion de los espermatozoides de
este modelo animal, empleamos la técnica de congelamiento donde mantuvimos a
8 minutos en un refrigerador a 4 °C posteriormente lo metimos a otro a -5°C y por
altimo sumergimos las muestras en NL. Cuando descongelamos las muestras
estaban destruidas, lo que sugiri6 que la membrana plasmatica de los
espermatozoides de la codorniz comdn no soportaba la congelacion, por lo tanto
comenzamos con la vitrificacion rapida (someter a las muestras a vapores de NL)
y la descongelacion rapida (sumergir las muestras a bafio maria a 41°C por 2

minutos) (figura 11).
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Figura 8. Espermatozoide de Parabuteo Unicintus en medio BPSE, visto en microscopio éptico

a 40x,dafiado después de la centrifugacién, ya no presentaban movimiento.
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Figura 9. Espermatozoide de Parabuteo unicintus, dafiado después de la criopreservacion.

Observados al microscopio 6ptico a 40x en medio BPSE con la combinacion de crioprotectores.
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Figura 10. Microfotografia en contraste de fases de espermatozoides en buen estado de Coturnix

coturnixen medio HTF con glicerol como crioprotector después de la congelacion, estos presentaban

buena movilidad. En fechas rojas estan sefialados algunos eritrocitos que contaminaron la muestra.
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1.2 Resultados de codorniz
Al analizar las muestras de espermatozoides de Coturnix coturnix recién obtenidas

se obtuvo un promedio de concentracion espermatica de 2.1 + 0.2 X 108, el
promedio de la movilidad con BPSE fue de 40 £ 5% y con HTF 39+14%, la viabilidad
con BPSE fue de 53 5% y con HTF fue del 50 £14%. En la tabla 2 se puede
observar que los valores de los dos parametros medidos disminuyeron después de

la criopreservacion.

Tabla 2. Viabilidad y movilidad en espermatozoides recién obtenidos (control) y después de la

vitrificacion.

CONTROL GLICEROL GLICEROL + DMSO DMSO
40+ 16 9+5 14+6 10+6
(12) (12) (12) (12)
39+ 14 14+ 8 21+12 13+7
(11) (11) (11) (11)
53+13 23 14 31+14 30+17
(12) (12) (12) (12)
56+14 28 17 3517 29+15
(11) (11) (11) (11)

Tabla 2. Porcentajes de espermatozoides antes y después de la criopreservacion, se presentan los

promedios + la desviacion estandar de cada variable y con los distintos crioprotectores.
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1.3 Andlisis Estadistico

Se realiz6 un andlisis multivariado de varianza (MANOVA) para determinar si es que
existia una relacién entre todas las variables de respuesta. Una vez comprobada
larelacion se procedio a hacer un analisis de varianza de una via (ANOVA), para
establecer la diferencia entre las variables de respuesta (prueba de Fisher) para
determinar las medias entre los espermatozoides recién obtenidos crioprotectores

y los diluyentes.

1.4 Comparacion de viabilidad espermatica recién obtenido y post- criopreservacion.

El porcentaje de espermatozoides viables, recién obtenidos contra los
espermatozoides post- criopreservacion se muestran en la grafica 1, donde los
valores indican que los crioprotectores afectaron significativamente la viabilidad de
los espermatozoides (P<0.05), Sin embargo, los resultados no mostraron una
diferencia significativa entre los medios HTF (37%) y BPSE (34%), por lo tanto, se
puede decir que los medios no afectaron los resultados de la viabilidad espermatica,
en el caso de los crioprotectores que fueron glicerol (12%), DMSO (10%) y la
combinacion de estos. Los resultados fueron significativamente diferentes ya que
resulté que son significativamente diferentes, la diferencia radica en la comparacion
de Bsmuestras de espermatozoides control (54%) y después de congelar pues los
porcentajes de viabilidad tras la criopreservacion fueron considerablemente
menores a los del control, siendo el grupo con los crioprotectores combinados el

mas alto (33%) y el glicerol donde se obtuvieron porcentajes mas bajos (25%).
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GRAFICA 1. Comparacion entre el grupo control y los tratamientos con los dos

distintos diluyentes.
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Grafica 1. MANOVA para los porcentajes obtenidos de viabilidad espermatica de codorniz coman,
aqui se indica que el grupo control es significativamente diferente (p < 0.05) alos demas grupos que

tenian el tratamiento con los crioprotectores.

1.5 Comparacion de movilidad espermatica en el control y después de
lacriopreservacion.
Para la movilidad espermética total, se midié la movilidad progresiva (A) + la

progresiva no rapida (B) y la no progresiva (C) a una temperatura de 42°C en el
microscopio Optico a 40x, después de la comparacion de medias entre las muestras

recién obtenidas y después de la vitrificacion, no se mostraron diferencias
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significativas entre los crioprotectores. Sin embargo, hubo una reduccion después
de la congelacion de muestras, arrojando una diferencia de medias (P<0.05), donde
la movilidad de espermatozoides recién obtenidos fue de 40 + 13% y post-
criopreservacion de 21 + 7%, también pudo verse que entre los crioprotectores el
gue dio mejores resultados fue el glicerol (17 + 8%) y el méas bajo fue el DMSO (11+
6%) (grafica 2).

Gréfica 2. Comparacion de los resultados de la movilidad espermatica en muestras

recién obtenidos y después de vitrificar con los distintos tratamientos
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Grafica 1. Analisis multivariado que muestra los porcentajes de movilidad total de los
espermatozoides, obtenidos antes y después de la criopreservacién de Coturnix coturnix. Donde
puede verse una diferencia significativa entre el grupo control y las muestras que fueron

criopreservadas (P< 0.05)

Ademas de la diferencia, entre los resultados obtenidos con los crioprotectores, de
la MANOVA se obtuvo una diferencia significativa entre los diluyentes BPSE vy

HTF, mostrando que habia una diferencia en la movilidad espermatica entre los
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Medios ya que el HTF (23 + 11%) daba mejores resultados con respecto al BPSE
(19 + 8%)a pesar de que este Ultimo es un medio pensado para la congelacién de

espermatozoides de aves (gréafica 3).

GRAFICA 3. Resultados entre los medios BPSE y HTF en la movilidad espermatica.
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Gréfica 3. Comparacién de graficas que muestra la recuperacion de la movilidad espermatica con
los dos distintos diluyentes HTF y BPSE vy el grupo control, donde puede apreciarse que HTF es
significativamente diferente a BPSE (P< 0.05), sin embargo, la movilidad espermatica disminuy6

después de la criopreservacion.
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Discusién

Aungue la criopreservacion permite conservar potencialmente fértiles a los
espermatozoides, suelen ocurrir alteraciones en su movilidad y viabilidad (Stornelli,
et al., 2005). En espermatozoides de gallos de la raza gallina valenciana se
reportd una movilidad del 90% que se redujo a 68% con 8% de glicerol tras la
criopreservacion (Blanch, 2014); con el gallo doméstico el porcentaje de
recuperacion de semen recién obtenido de 81% se redujo a 52% con DMSO al 3%
y 31% con polivinilpirrolidona al 6% tras la congelacion; en faisan la movilidad en
espermatozoides recién obtenidos de 84% disminuy6 al 40% con DMSO y 37% con
PVP y en halcon cola roja del 67% cambié a 34% con DMSO y 39% con PVP
(Herrera et al., 2005); similar a dicho comportamiento en el presente trabajo, los
resultados sobre la viabilidad de espermatozoides de Coturnix coturnix en el grupo
control (antes de congelar) fueron de 54 + 15% y de 40 + 13% para la movilidad,
los cuales disminuyeron a 30% y a 15%, respectivamente después de ser

congelados.

Respecto a la viabilidad espermatica, independientemente del -crioprotector
empleado, también se ha reportado su reduccién tras someter los espermatozoides
a la congelacion durante la criopreservacién, aunque su reduccidn no es
significativa, contrario de la movilidad del semen de aves la cual disminuye hasta un
50% (Herrera et al., 2016; Froman, 2013). De modo que en semen de gallo recién
obtenido se han reportado porcentajes de viabilidad de 94% que cambian a 85%
con DMSO y de 89% con PVP, en el semen recién obtenido de faisan porcentajes
de 93% que disminuyeron a 83% con DMSO y 90% con PVP y en halcén cola roja
la viabilidad inicial de 89% cambié a 82% con DMSO y 83% con PVP. Coincidiendo
con este trabajo la viabilidad se redujo a 25% con glicerol, 31 % con el DMSO y 33%

al combinarlos.

La diferencia de espermatozoides méviles y viables entre las especies después de

los procesos de criopreservacion, puede deberse a la distinta sensibilidad de los
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Espermatozoides propia de cada especie y determinada genéticamente, que
involucra caracteristicas como la estructura de la membrana, su composicion
lipidica y proteica, su actividad enzimatica, entre otras (Stornelli, et al., 2005). A su
vez, la reduccion de ambos pardmetros es una respuesta que se presenta
generalmente en todas las especies como resultado de la exposicion de los
espermatozoides a los compuestos empleados para criopreservar y los procesos
qgue conlleva la criopreservaciéon; mencionando algunos estan los cambios de
volumen que sufren por la deshidratacion e hidratacion, el estrés osmotico
provocado por los crioprotectores que modifican la proporcion de agua liquida y de
electrolitos al interior de las células, la posible toxicidad que pudieran ocasionar los
crioprotectores, el estrés oxidativo o dafos en las estructuras celulares ocasionados
por la congelacion-descongelacion, la formacion de hielo intracelular y demas

eventos (Partyka, tukaszewicz, & Nizanski, 2012).

Respecto a los medios crioprotectores, en algunas razas de gallo se han reportado
porcentajes de movilidad y viabilidad mas elevados con BPSE en lugar de
Lake (Herrera et al., 2016), con Parabuteus unicintus los valores mas altos se
obtuvieron con glicerol en comparacion con DMSO (Cuauhtémoc-cruz, 2016) y
en espermatozoides de grulla de arena y pavo, aguilas, halcon y gallo (Blanco,
2012) tratadas con varias concentraciones de dimetilacetamida (DMA) se observo
gue los efectos del crioprotector varia dependiendo de la especie, en el caso de la
grulla, aguila dorada y aguila imperial las concentraciones mas altas de DMA
ayudaron a la recuperacion de una tasa mayor de espermatozoides vivos, contrario
a pavo, gallo y aguila de Bonelli donde las dosis mas altas disminuyeron el
porcentaje de espermatozoides vivos, esto podria deberse a que al aumentar la
concentracion de los crioprotectores también aumenta la osmolaridad que produce
un shock osmoético, produciendo dafio en los espermatozoides (Blanco,2012).
Mientras que en este trabajo se observo que la viabilidad y la movilidad esperméatica
de codorniz comudn disminuye de manera considerable después de la
criopreservacion; sin embargo, la movilidad tuvo un porcentaje mayor con el medio
HTF en comparacién con BPSE, ademas los resultados mas altos se obtuvieron con
glicerol. En el caso de la viabilidad fue lo contrario ya que el glicerol fue donde se
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Obtuvieron porcentajes mas bajos (25%) en contra del DMSO (31%) y los
combinados (33%) y con el medio Lake debido a los dafios estructurales

observados, se eliminaron los resultados obtenidos.

Coincidiendo con lo mencionado por Janosikova, et al., (2023), el éxito de los
diferentes medios, ademas de estar influenciado por la distinta composicion y fluidez
de la membrana de los espermatozoides, es determinado también por las
condiciones fisicas y quimicas generadas por la naturaleza misma de los medios
dedilucion; de modo que los procedimientos para la criopreservacion no pueden
ser generalizados, sino que es preferible desarrollar protocolos particulares para
las distintas especies. Por ejemplo, los dafios provocados por el medio Lake
podrian deberse 1) a que estd desarrollado para emplearse en semen de
humanos o mamiferos, de modo que este medio es enriquecido simulando las
condiciones del medio fisiologico humano para que no se dafien los
espermatozoides del mismo y

2) a las diferencias entre los espermatozoides de aves y mamiferos, pues en aves:
la membrana contiene mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados, menos
colesterol y menor fluidez; las cabezas espermaticas tienen un volumen
citoplasmatico menor y almacenan menor cantidad de crioprotector; la cola
espermatica generalmente suele ser mas larga lo que podria explicar su mayor
sensibilidad en los procesos de criopreservacion (Long, 2006; Ciftci, & Aygin, 2018;
Janosikova, et al., 2023). Y en el caso del glicerol, aunque suele tener un efecto
toxico para los espermatozoides, se considera como uno de los crioprotectores mas
adecuados para aves porque su toxicidad es menor que otros crioprotectores y su

permeabilidad es mas alta (Abouelezz, Sayed, & Santiago-Moreno, 2017).

Los espermatozoides de aves suelen ser mas sensibles al estrés osmotico y a los
procesos de la criopreservacion en comparacion con los espermatozoides de
mamiferos (Meyers, 2005). Incluso entre especies de aves las caracteristicas de
los espermatozoides varian, lo cual se hace evidente al comparar los resultados
obtenidos con las pruebas iniciales con los espermatozoides de aguilillas de Harris
cuyos porcentajes de recuperacion fueron muy bajos, o al analizar los reportes del

ave rapaz Gyps fulvus cuya tolerancia a la congelacién y la descongelacion permite
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a los espermatozoides permanecer viables in vitro durante 4 horas (Madeddu,

2009); contrario a la respuesta observada en los espermatozoides analizados en
este trabajo que dejaron de ser funcionales (movilidad) al transcurrir 15 minutos
después de la descongelacion (Partyka & Nizanski, 2022 Janosikova, et al., 2023),
este comportamiento puede deberse a que las especies responden diferente al
proceso de criopreservacion debido a varios factores tales como: 1) la
concentracion de lipidos - proteinas de la membrana espermatica de cada especie
pues menos lipidos hacen mas fluida la membrana y tolerante al frio, 2)
variaciones en la morfologia esperméatica (tales como la longitud de la cola, la
region del cuello y la cabeza) que influyen en su sensibilidad al frio y capacidad
para almacenar el medio crioprotector y 3) las diferencias en las técnicas y medios

crioprotectores usados.

Asimismo, contrario a Cardoso (2020) que indica que el tiempo y la temperatura de
descongelacion de las muestras no influye en la movilidad; en el presente trabajo
hallamos que las tasas de recuperacion de espermatozoides moviles de Coturnix
coturnix disminuyeron a temperaturas menores de 40°C, similar a lo reportado con
el pinguino (Pygoscelis papua) donde la temperatura de descongelacion fue de
37°Cy 5°CYy el porcentaje de recuperacion de espermatozoides moviles fue de 23%
y 20% respectivamente (Santiago-Moreno, 2019) y con el pinguino de patas negras,
donde la temperatura si afectdé la movilidad, recuperando 7% y 19%
respectivamente. Las diferencias aqui presentadas, pueden deberse a que en el
proceso de congelacion del semen, frecuentemente se generan productos dafinos
como compuestos reactivos de oxigeno, los cuales actian en los grupos metileno
de los fosfolipidos y los acidos grasos altamente poliinsaturados que suelen integrar
a la membrana plasmatica, lo que provoca la degradacion de los lipidos y en
consecuencia la reduccion de la viabilidad y movilidad de los espermatozoides, que
en especies cuya membrana plasmatica contenga mayor proporcion de colesterol y

acidos grasos, tenderan a ser bajos estos parametros (Appiah, et al., 2020).

Cardoso (2020) utiliza como modelo el halcén peregrino e indica que para obtener

un porcentaje de recuperacion espermatico bueno se debe tener especial atencion
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en el procedimiento de congelacion (vitrificacion rapida, ultrarrdpida o congelacion)

y el tipo de crioprotector que, a utilizar, reportd que con la congelacion lenta se
obtienen altas tasas en movilidad y viabilidad espermatica en comparacion con la
vitrificacién ultrarrapida. Coincidiendo con los reportes de Blanco (2000) quien
trabajo con espermatozoides del pavo y la grulla de arena, los traté con distintas
concentraciones del crioprotector permeable dimetilacetamida y utilizd la
congelacion, vitrificacion rapida y ultrarrapida de semen, hallando que la
congelacién rapida destruye la membrana espermatica en todas las
concentraciones de DMA. Posteriormente, compar6 la vitrificacion ultra rapida y
congelacién con espermatozoides del aguila, gallo, pavo y halcén peregrino y
observo que la viabilidad espermatica variaba dependiendo de la especie, la
vitrificacion ultra rapida dio mejores resultados en gallos y en aguila imperial, por el
contrario, en el aguila de Bonelli y halcon peregrino la membrana espermatica se
dafo (Blanco, 2012). Dichos resultados difieren con los hallados en el presente
trabajo, pues al realizar la congelacion lenta de espermatozoides de codorniz
comun, estos se dafiaron y no se obtuvieron resultados; mientras que en otras
especies Cardoso (2020) reporta que existen mejores resultados cuando los
espermatozoides se preservaron por congelacion lenta en comparacion con los
sometidos a tasas de enfriamiento rapido. Este comportamiento puede deberse ala
anchura de la region hidrofébica en la membrana, por ejemplo especies como el
halcon peregrino o pavo tienen una baja permeabilidad al agua y cuentan con
regiones hidrofébicas muy delgadas en su membrana, dando como resultado mayor
resistencia a temperatura ambiente; por otro lado, si la célula cuenta con regiones
hidrofébicas mas anchas en el proceso de enfriamiento rapido, la célula no es capaz
de perder suficiente agua intracelular de manera rapida, por lo tanto el citoplasma
puede congelarse, dando como resultado un dafio permanente a la célula por la

formacion de cristales de agua (Avila-portillo 2006).

Cuauhtémoc-Cruz (2016) reporta valores de viabilidad espermética de 58.1% post-
criopreservacion con DMSO y 73.6% con glicerol en Parabuteo unicintus,
contrastando con los datos obtenidos en este trabajo, 32% DMSO y 23% glicerol

con BPSE, 29% DMSO y 28% glicerol con HTF (Varadi 2013) quien obtuvo una
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recuperacion de 28.6% en gallinas de guinea, igualmente Blesbois & Seigneurin
(2006) obtuvo porcentajes de recuperacién de espermatozoides viables de gallo
de32%, de pavo de un 13% y gallina de guinea de 25%. Esto podria deberse a la
flexibilidad de la membrana espermética, la variacion en la proporcién entre el
colesterol y los fosfolipidos entre las diferentes especies o0 a sus conductas
sexuales, ya que aves como el gallo se reproducen con varias hembras durante el
periodo de apareamiento por lo que es necesario eyacular de manera continua y las
hembras pueden poner decenas de huevos, aunado a esto el periodo reproductivo
es significativamente mayor (primavera a verano), contrario a otras aves silvestres,
donde el tiempo reproductivo es corto (en el caso de codorniz comun el tiempo va
de mayo a agosto) y en algunos casos son monogamas, la diferencia de estos
comportamientos ocasiona que la produccion de esperma sea menor (Gilbert,
1996). Estas caracteristicas son vistas facilmente en los eyaculados, pues sus
concentraciones son diferentes. Esto también puede repercutir en el metabolismo
ya que las especies que tienen una menor concentracion de eyaculados necesitan
una actividad metabdlica mayor, habiendo un desgaste energético mas rapido en
comparacion con especies que tengan un mayor volumen de eyaculados (Gilbert
1996).

En mamiferos son numerosos los protocolos que aseguran la obtencion exitosa de
espermatozoides moviles y viables; sin embargo, sobre las aves la
estandarizacion de protocolos eficaces para la criopreservacion de
espermatozoides aun es escasa. Por ello es indispensable ahondar en el estudio
de la composicion de la membranacelular y la morfologia de espermatozoides de
aves y sobre todo profundizar en el analisis de métodos y técnicas que involucren
distintos crioprotectores y medios endiferentes especies, pues como se demuestra
en este trabajo y en trabajos anteriores, los resultados obtenidos son muy distintos

entre si.
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Conclusiones
La movilidad espermatica de codorniz comun es susceptible a los cambios de

temperatura, ya que estos se inmovilizaban aun antes del tratamiento si la

temperatura es < 40°C.

El medio HTF favoreci6 a una mejor recuperacién de la movilidad de los
espermatozoides (23%) que el medio BPSE (19%).

Los crioprotectores ayudaron a la recuperacién de espermatozoides moviles y
viables, sin embargo, debido a las tasas bajas es necesario desarrollar

metodologias eficientes para cada especie.

La hipétesis que se propuso se acepta ya que los crioprotectores si ayudaron a

mantener la viabilidad y la movilidad espermatica.
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Recomendaciones
Es necesaria la investigacion en otras especies de aves, asi como otros

crioprotectores, técnicas para congelar y descongelar y determinar si los
espermatozoides preservan la capacidad fertilizante. La criopreservacion puede ser
de gran ayuda en la conservacion de especies que se encuentran en peligro de

extincion, con la creacién de bancos de semen.
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