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RESUMEN

Uno de los procesos fundamentales para realizar la técnica de la inseminacion
artificial (1A) es la criopreservacion del esperma en los animales domésticos. Se
ha reportado que durante la criopreservacion las células seminales pueden sufrir
dafios importantes, por lo tanto, se utilizan compuestos que ayuden a disminuir
estos dafos, la yema de huevo es uno de los crioprotectores mas utilizados

durante el proceso de congelacién-descongelacion del semen.

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la yema de huevo de dos especies
aves, gallina doméstica (Gallus domesticus), codorniz japonesa (Coturmix
japonica) sobre la calidad seminal del semen refrigerado de machos cabrios. Un
total de 12 eyaculados de 3 machos (4 de cada uno) fueron utilizados en el
experimento. Cada eyaculado fue dividié en dos partes iguales y diluido con dos
diluyentes a base citrato- yema de huevo de codorniz (CYC), o gallina (CYG). El
semen fue equilibrado a 4°C por 3 h y para lo cual, previo al equilibrio se coloco
a bafio maria (37°C) y después se mantuvo por 48 horas en refrigeracion. Los
prametros de calidad seminal posteriores a la refirgerciéon del semen no difirié
entre diluyentes. Los resultados del actual estudio muestran que los diluyentes
a base de YHC y YHG mantienen la calidad seminal en el semen refrigerado
(P<0.05) de manera similar. Finalmente se puede concluir que el uso de yema
de huevo de codorniz o gallina resulta efectiva para conservar la calidad seminal

del semen en el macho cabrio.

Palabras claves: Yema de Huevo de Codorniz, Semen, Refrigeracién, Macho
Cabrio

Vi



l. INTRODUCCION

La criopreservacion del semen ha sido aplicado como una técnica de rutina para
el procesamiento del esperma en la inseminacion artificial (1A). La yema de
huevo o leche son agregados al semen para la preservacion de la viabilidad y
fertilidad de los espermatozoides durante la crioconservacion (Lima-Verde et al.,
2017; Ansari et al., 2017). La yema de huevo es el componente por excelencia
entre los diluyentes para almacenamiento y criopreservacion del semen en
especies como el toro, el carnero y el macho cabrio (Moussa et al., 2002). La
lipoproteina de baja densidad que posee la yema de huevo es el mejor
componente en la proteccion de los dafios inducidos a la integridad estructural
de membrana durante el proceso de criopreservacion del semen (Sieme et al.,
2016).

El choque frio causado por los cambios bruscos de temperatura en el proceso
de criconservacion aumentan la generacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) reduciendo el potencial de integridad de la membrana del esperma
(Gororo et al., 2019; Seifi-Jamadi et al., 2017). La yema de huevo ayuda a los
espermatozoides a resistir el choque frio, en asociaciéon con otros componentes
y proporciona mayor proteccion al semen contra el choque frio y se usa
ampliamente comercialmente como Triladyl® (Minitube) u Optidyl (biovet,
Francia), que usualmente son utilizados al 20% de yema de huevo (v/v) (Amirat
et al., 2004).

El choque térmico, el estrés osmobtico, la formacién de cristales durante el
proceso de congelado y el dafio por estrés oxidativo son las principales causas
de dafio durante el proceso de criconservacion de los espermas, que finalmente
causan la pérdida de la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides (Amirat et
al., 2004). Se ha reportado una alta tasa de sobrevivencia y fertilidad de
espermas en varias especies con el uso de diluyentes comerciales que contienen
el 20% de yema de huevo. Lo anterior, debido a el componente efectivo de la
yema de huevo que contienen lipoproteinas de baja densidad que contienen
estos diluyentes, como fraccion crioprotectora que ayudan a mantener el semen

de mejor calidad (Amirat et al., 2004; Forouzanfar et al., 2010).



Tradicionalmente el uso de yema de huevo de gallina (Gallus domesticus) es
utilizado para la preservacion de la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides
durante la crioconservacion debido a que protege al esperma de los dafios
inducidos por la crioconservacion durante el enfriamiento, congelacion y
descongelacion debido a su accidon criportectora que son los fosfolipidos,
colesterol y proteinas de baja densidad (Andrabi et al., 2008; Sieme et al., 2016),
ya que puede ayudar en la resistencia del shock por frio en asociacién con otros
componentes (Amirat et al.,, 2004). Los fosfolipidos de la yema del huevo
reemplazan a los fosfolipidos de la membrana espermatica con mayor facilidad
para mantener la estructura y funcion de la membrana plasmética durante el

proceso de crioconservacion (Amirat et al., 2004).

Los medios que contienen yema de huevo de distintas especies de aves, los de
la gallina domestica han resultado ser significativamente mayores en motilidad y
longevidad en espermas congelado de Jabali y caballo. Varios estudios han
mostrado que la yema de huevo de pato, codorniz o gallina tienen diferentes
componentes de &cidos grasos, fosfolipidos y colesterol, lo que resulté en
diferentes efectos en el proceso de crioconservacion sobre los espermatozoides
(Trimeche et al., 1997). Sin embargo, son pocos los estudios que comparen los
efectos de la yema de huevo de codorniz en diluyentes para la crioconservacion
del semen en el macho cabrio. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de la yema de huevo de dos diferentes especies aves, (gallina y
codorniz y un diluyente comercial (Optidyl®) sobre la calidad del esperma sobre

la congelacion y descongelacion del semen en el macho cabrio.



II.- REVISION DE LITERATURA

2.1Criopreservacion espermatica

La criobiologia es una rama de la biologia que estudia los efectos de las
temperaturas bajas sobre los sistemas celulares ya que el tiempo bioldgico es
una consecuencia de determinadas reacciones bioquimicas, ya que el frio
prolonga el tiempo biol6gico puesto que retrasa estas reacciones. Sin embargo,
este no es un proceso libre de problemas ya que puede provocar variaciones
extremas en las propiedades quimicas, eléctricas y térmicas que pueden
modificar la pared celular, los organelos y la delicada interaccion célula-célula
inherente en éstas y tejidos a conservar (Woods et al., 2004). La criopreservacion
del semen es el método mas util para el almacenamiento a largo plazo de los
espermatozoides (Safranski et al., 2011). El objetivo de la conservacion en
nitrégeno liquido es aumentar la viabilidad de los espermatozoides de forma
indefinida, ya que mediante la refrigeracion y a temperatura ambiente los
espermatozoides no sobreviven por mucho tiempo, ya que las células pierden
Sus reservas energéticas. La inseminacién artificial con semen criopreservado
ha resultado ser la tecnologia reproductiva que ha ayudado a mejorar el progreso
genético de las diferentes especies de importancia ganadera, mayormente del
ganado vacuno de aptitud lactea; sin embargo, para que esta tecnologia sea
efectiva depende de que, tras su descongelacion el semen mantenga su poder
fecundante para que se pueda conservar y utilizar posteriormente. Para lograr el
objetivo deseado de congelacion,

se deben de llevar a cabo rigurosamente todos y cada uno de los pasos a seguir
gue constituyen el proceso de crioconservacion, y de forma minuciosa los que
interactian mas cercanos sobre la funcion y estructura del metabolismo celular

y las membranas espermaticas (Hammerstedt et al., 1990).

2.2 Uso de yema de huevo como diluyente
Los espermatozoides pueden llegan a vivir poco tiempo fuera del organismo. Ya
que el semen recolectado debera proceder inmediatamente a su dilucion para

inseminar lo antes posible y evitar que se mueran las células.



Los diluyentes seminales estan formados por soluciones amortiguadoras con un
doble propdsito, el primero de ellos es evitar los cambios de pH mediante la
neutralizacion del acido lactico que se produce en la actividad metabdlica de los
espermatozoides. Mientras que el segundo propdsito tiene que ver con mantener
un medio isotonico. Los diluyentes utilizados en los carneros son de fabricacion
sintética que basicamente estdn compuestos de sustancias buffer como el citrato
o el tris. La fuente de energia la proporciona la fructosa o la glucosa. Como
agente protector durante el congelamiento y enfriamiento a 5 °C se utiliza la
yema de huevo, cuya principal funcién es proteger de las paredes celulares, es
importante mencionar que las sales utilizadas no deben toxicas (Evans y
Maxwell, 1990; Cueto et al., 2004). La yema de huevo es un ingrediente
comunmente utilizado para ayudar a proteger a los espermatozoides contra el
cambio térmico por frio, ademas la porcion lipidica de la yema de huevo (cefalina
y lecitina) tiene una cualidad protectora y la porcion lipoproteica un efecto
conservador (Daza, 1994), ya que conserva la integridad y la motilidad de las
mitocondrias del espermatozoide y membranas del acrosoma, ademas es un
buffer osmatico, se ha comprobado que la yema de huevo actia como agente
protector durante la congelacion, ya que se adhiere a la pared celular del
espermatozoide y la recubre, esta facultad de proteccion se le confiere a la gran

densidad de la fraccién de lipoproteinas (Carpio, 2015).

2.3. Comparacién de la composicion de huevo de gallinay codorniz.

De manera general las composiciones quimicas de la yema de huevo de
codorniz y de gallina son similares. Sin embargo, hay que mencionar algunas
diferencias significativas. La cantidad de fosfolipidos es diferente entre ambas
yemas. La yema de huevo de codorniz contiene una mayor cantidad de
fosfatidilcolina y menos fofatidiletanolamina ademas la proporcién de estos dos
compuestos fue del doble comparada con la yema de huevo de gallina. Por lo
tanto, la yema de huevo de gallina contiene mayor cantidad de
fofatidiletanolamina y menos de fostatidilcolina. Los lipidos netos de yema de
huevo de codorniz se conforman principalmente de &cidos grasos

monoinsaturados (MUFA) de 51.6%, acidos grasos saturados (SFA) de 34.0 y



14.4% de acidos grasos poliinsaturados (PUFA). Los acidos grasos principales
fueron acido oleico (18: 1), acido palmitico (16: O) y acido linoleico (18: 2 n-6).
Los lipidos absolutos de yema de codorniz contienen significativamente mas
MUFA y menos PUFA que la yema de huevo de gallina, mientras que las
proporciones de SFA eran semejantes en ambas yemas de huevo. Por ejemplo,
los lipidos finales de yema de codorniz constituyen entre 1.5 y 2 veces menos
acido linoleico, acido araquiddnico (20: 4 n-6) y acido docosahexaenoico (22: 6
n-3) y mas acido oleico y acido palmitoleico 16: 1) que la yema de huevo total
(Trimeche et al., 1997).

Las yemas de huevo de gallina y codorniz tienen una cantidad de lipidos y
proteinas similares. Por otra parte, el oleato de metilo [18:1 (n-9)]; palmitato de
metilo (16:0) y metil linoleato (18:2) representan el 86 % de &cidos grasos totales
(AGT) en el huevo de gallina. Mientras que en el huevo de codorniz esta
conformado por un 83 % de acidos grasos totales, ademas de una mayor
concentracion de fosfatidil serina comparado con la yema de huevo de gallina
(Bathgate et al., 2006).

2.3.1 Yema de huevo de gallina

El huevo de gallina contiene aproximadamente un 32 % de yema, 57 % de clara
y 12 % de cascara (Mendiola, 2002). El peso de un huevo que se considera
grande oscila alrededor de los 58 g. Este peso se distribuye entre la cidscara 11
%, clara 58 % y la yema el 31 %. Si se analiza la parte interior del huevo
corresponderia un 35 % a la yema y un 65 % a la clara. Cuando un huevo se
rompe comercialmente, los rendimientos suelen ser generalmente del 43 al 45%
de yemas y del 55 al 57 % de las claras, porque parte de la clara permanece

sobre la yema en la separacion.

El huevo entero contiene aproximadamente un 88 % de clara, un 65.5 % de agua,
y 48 % de la yema. La coagulacion ocurre rapidamente a 60 °C. Cuando la
temperatura oscila entre los 56.6 y 57.2 °C se observa un cambio en la
viscosidad del albumen de la clara con un pH de 9. Cuando se agregan otros
aditivos, por ejemplo: azucar, sal entre otros la temperatura de coagulacion

aumenta. La yema de huevo coagula aproximadamente a los 65 °C.



Cuadro 1. Composicion quimica del huevo de gallina.

Componente Unidades | Componente Unidades
Agua 74 g. Hierro. 2.10 mg.
Energia, kilocalorias 158 kcal | Fosforo. 180 pg.
Proteinas. 12.10g. | Vitamina B1 (tiamina). 1.44 mg.
Hidratos de carbono. 1.20 g. Niacina (Acido nicotinico). 0.09 mg.
SFA 3.35¢g. Acido félico. 0.10 pg.
MUFA 4.08 g. Vitamina B12 (cianocobalamina). | 65 mg.
PUFA 1.24 Vitamina B6 (piridoxina). 66 mg.
Colesterol. 548 mg. | Vitamina C (Acido ascorbico). 0.12 mg.
Fibra dietética. 0g. Vitamina A (equivalentes de | O ug.
retinol).
Calcio. 56 mg. Vitamina D3. 1.80 pg
Magnesio. 12 mg.

Tomado de Taller, 2008.

2.3.2 Yema de huevo de codorniz

La composicion estructural del huevo de codorniz es: clara (46.1%), yema
(42.3%), membranas (1.4%), y cascara (10.2%). Desde el punto de vista de la
nutricion la yema es la parte mas importante ya que en ella se encuentran las
vitamina, lipidos y minerales. Su contenido en agua es de cercano al 50 %.
Comparando el huevo de gallina con el de codorniz, este Gltimo tienen una mayor
concentracion de proteinas, extracto etéreo y calcio (p < 0.05). Asi mismo, el
huevo de codorniz tiene una concentracion tres veces mayor de omega 3 del tipo

acido eicosapentaenoico comparado con el huevo de gallina (Mendiola, 2002).



Cuadro 2. Composicion proximal de huevos de codorniz (g/100 de porcién

comestible).

Detalle
Clara Yema Huevo entero

Humedad 86+1.4 51+ 7.4 69.49x+ 4.0
Proteina (N x|[11.63+2.6 15.63+ 1.9 13.63+ 2.1
6.68)
Lipidos n.d 33.61+ 2.2 1259+ 2.2
Colesterol 1.13+ 0.2

Tomado de Gonzalez, 2011.

2.4 Espermatogénesis

La espermatogénesis en el macho adulto es un mecanismo sumamente
complejo que tiene principalmente dos objetivos: continuar la multiplicacion de la
célula espermatogonia madre para la produccién de esperma y una renovacion
permanente de estas espermatogonias que constituyen un almacén de futuro
esperma.

La espermatogénesis presenta su etapa inicial con la divisibn mitotica de las
espermatogonias, las cuales son células inmaduras en el testiculo incluyendo las
espermatogonias tipo A, intermedias (solo presentes en roedores) y tipo B
(O’donnell et al., 2006). Las espermatogonias experimentan multiples divisiones
mitéticas para generar células germinales de reserva disponibles para la
produccion de espermatozoides mientras que otras se transforman en
espermatogonias intermedias y posteriormente en tipo B (Pineda y Dooley,
2003), estas ultimas se dividen para formar los espermatocitos primarios los
cuales entran en estado de meiosis, formando los espermatocitos secundarios y
finalmente las espermatidas (Figura 1), éstas daran como resultado final la
formacion de los espermatozoides.

La espermatogénesis es un proceso de division celular y diferenciaciéon mediante
el cual el macho produce espermatozoides. El proceso se lleva a cabo en los
tubulos seminiferos de los testiculos en estrecha relacion con las células de

Sertoli (Ross y Pawlina, 2007). La espermatogénesis se divide en dos fases: la



fase proliferativa en la que las espermatogonias se divide por mitosis y la division
meiodtica, si se generan las células haploides (espermétidas) y en
espermiogénesis que es la fase de diferenciacion celular, donde el nucleo y el
citoplasma de las espermatidas se transforman y asi genera la formacion
caracteristica del espermatozoide (Pineda y Dooley et al., 2003).

Las espermatogonias antes de su division son de tres tipos (1) espermatogonia
tipo A: (2) espermatogonia tipo intermedio originaria del tipo anterior (original) y
finalmente (3) espermatogonia tipo B resultante de la multiplicacién del tipo
intermedio. Estas células, las espermatogonias son células diploides (carnero
2n= 54; macho cabrio 2n= 60).

ESPERMATOGENESIS

ESPERMATIDAS ESPERMATOZOIDES
»

ESPERMATOCITOS
SECUNDARIOS

ESPERMATOGONIA . ®

O O OO0
0

ESPERMATOCITOS
PRIMARIOS )
| \ y

MEIOSIS | MEIOSIS I DIFERENCIACION

Figura 1. Representacion esquematica de la espermatogenesis.

2.5 Factores que afectan la fertilidad al utilizar semen congelado

La criopreservacion y utilizacion de semen congelado para la inseminacion
artificial han causado gran impacto sobre la reproduccion animal y humana.
Muchisimas crias de diferentes especies se han desarrollado a partir del uso de
semen criopreservado. Con la finalidad de tener una mejor supervivencia
espermatica y fertilidad del semen a treves del tiempo se han realizado
modificaciones en los protocolos de congelacion. Para evitar en mayor medida

los dafios que se pueden generar en lo espermatozoides es fundamental conocer



como estos responden a las agresiones fisicoquimicas medioambientales, asi
como los procesos de congelacion y descongelacion influyen en la generacién
de estrés celular.

Durante el proceso de descongelacion y congelacién pueden ocurrir cambios en
la célula que disminuyen de la fertilidad del semen congelado o en comparaciéon
con el semen recién obtenido. Los espermatozoides no toleran el proceso de
congelacion y descongelacion y esto se asocia con la disminucion en la fertilidad,;
ademas que en la poblacion que sobrevive al proceso queda instaurada una la
disfuncién no letal (Watson et al., 2000).

La pérdida de gametos masculinos que ocurre al momento de la criopreservacion
se puede compensar en parte por la inseminacién artificial (IA) de un gran
namero de espermatozoides, o por medio de la aplicacién del semen en la
porcidn craneal del tracto reproductivo. En el primer caso, al colocar un nimero
mayor de espermatozoides totales se esperaria que con un mayor nimero de
espermatozoides viables que han sobrevivido luego de soportar las inclemencias
ocurridas durante el proceso congelacion-descongelaciéon, aumente la

probabilidad de que ocurra la fecundacion (Mazur, 1970).

2.5.1 Shock de frio.

El enfriamiento de los 30 °C a los 0 °C se debe de realizar con extremo cuidado,
ya que un enfriamiento acelerado puede generar estrés que terminard en la
muerte celular. También se debe de considerar que un enfriamiento demasiado
lento no es lo ideal, ya que el tiempo prolongado afecta de manera principal la
membrana del espermatozoide, esto se ha asociado con un cambio en el estado
funcional de la pared celular y de la fase lipidica (Crowe et al., 1989; Watson,
1995).

2.5.2 Estrés osmotico

Si el tiempo de congelacion es muy rapida o lenta el estrés producido por el
proceso de criopreservacion aumenta (Mazur, 1984). El estrés generado por la
formacion de cristales de hielo esta relacionado a los cambios en la presion
osmotica de la fraccion no congelada (Watson y Duncan, 1988). Cuando una

solucion a base de agua es enfriada por debajo del punto de congelacion los
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cristales de hielo se nuclean y el agua pura cristaliza formando hielo,

perjudicando a los espermatozoides.

2.6 Factores que afectan la criopreservacion.

El proceso de la criopreservacion es un proceso agresivo, la congelacion-
descongelacién genera que aproximadamente un 50% de los espermatozoides
se estropean. Durante estos procesos se describen modificaciones radicales
que generan un estrés fisico-quimico que después impacta en la viabilidad y la

funcionalidad espermatica (Benson et al., 2012; Nijs y Ombelet, 2001).

El choque osmdtico es el principal proceso asociado con la descongelacion-
congelacion. Este proceso se ve beneficiado con la adicion de agentes
crioprotectores y después por la coexistencia de un medio hipertdnico, es decir
la presencia de una fase liquida y una fase sélida que provoca la salida de agua
intracitoplasmatica durante la congelacion. Mientras que en la descongelacion
ocurre un fenbmeno opuesto, se crea un medio hiposmaético con la entrada de
agua al interior del espermatozoide y la consiguiente rehidratacién, esto debido

a que el agua pasa del estado solido al estado liquido (Holt, 2000).

Calidad seminal: Entre los factores intrinsecos se incluyen la calidad seminal, asi
como aquellos que determinan las caracteristicas estructurales y genéticas de
los espermatozoides. Entre las que se pueden destacar la composicion lipidica
(Martinez-Soto et al., 2012), las caracteristicas espermaticas como la fluidez de
la membrana plasmética (Giraud et al., 2000), las diferencias genéticas entre
individuos (Thurston et al., 2002) o bien diferencias en el sistema antioxidante

(Meseguer et al., 2004) que pueden condicionar el éxito de la criopreservacion.

Existe un debate entre diversos autores, algunos de ellos proponen la calidad
seminal inicial como un punto importante para el éxito de la congelacién
espermatica, es decir que previamente al proceso de congelacion se tengan
excelentes parametros de concentracién, motilidad y morfologia seminal (Freour
et al.,, 2009), sin embargo, algunos otros autores consideran que estos
parametros iniciales no influyen en el proceso anteriormente mencionado
(Amelar y Dubin, 1980).
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HIPOTESIS
La calidad seminal del semen caprino sera mejor utilizando yema de huevo de

codorniz como diluyente.

OBJETIVO
Evaluar la calidad seminal del macho caprino refrigerado por 48 horas

utilizando yema de huevo de codorniz y gallina.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

General

Todos los métodos y manejo de las unidades experimentales utilizadas en este
estudio fueron en estricto acuerdo con los lineamientos para el uso ético, cuidado
y bienestar de animales en investigacion a nivel internacional (FASS, 2010) y
nivel nacional (NAM, 2002) con numero de referencia de aprobacioén institucional
UAAAN-UL/38111-425501002-2706.

3.1 Localizacion del estudio y manejo de los animales

El experimento se realizd en el Centro Caprino de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro (26° LN, 104° LO), durante los meses de septiembre a
octubre (época natural de reproduccion). El area de estudio se encuentra a una
altitud 1120 msnm, con una precipitacibn media anual de 230 mm y con
temperatura promedio de 24 °C, maxima de 41 °C en mayo y junio, y minima de
-1 °C en diciembre y enero (CONAGUA, 2015). Se utilizaron machos adultos de
la raza Alpino-francés (n = 8, de 1.5 a 2 afos), los cuales fueron divididos en dos
grupos (GV y GC, de 4 animales cada uno), homogéneos en cuanto a peso vivo
(PV; 46.2 £ 6.6 kg) y condicion corporal (CC; 2.4 £ 0.1 unidades), con fertilidad
probada previo al estudio experimental a través de evaluaciones frecuentes de
calidad seminal. Los machos se alimentaron dos veces al dia (800 h y 1800 h)
a libre acceso, con una dieta basada en heno de alfalfa (18% PC, 1.95 Mcal de
EM) y 100 g de concentrado comercial (21% PC,1.7 Mcal EM) en base a sus
requerimientos nutricionales (NRC, 2007) y tuvieron libre acceso al agua limpia
y sales minerales, y un periodo de adaptacién de 3 semanas previas a la

investigacion.

3.2 Coleccion y procesamiento del semen

El semen fue colectado durante la mafiana (800 a 1000 h) cada 3 dias y se uso6
como estimulo a la monta una hembra en estro. Para la recoleccion del semen
se utiliz6 una vagina artificial estandar para caprinos, mantenida a una
temperatura de 38 °C, por lo que se precalent6 a 42 °C previo a recoleccién. Se

utilizaron un total de 12 eyaculados, después de cada extraccion el semen fue
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sumergido inmediatamente en bafio maria a 37 °C para su posterior analisis

durante los siguientes 10 minutos.

3.3 Preparacioén de diluyentes y proceso de congelado

Para el proceso de crioconservacion, se utilizaron 2 diluyentes, y su composicion
fue la siguiente: para preparar los diluyentes a base de citrato-yema de huevo de
codorniz (CYC) o gallina (CYG), Se utilizaron huevos frescos. Los huevos se
rompieron manualmente, separado y cuidadosamente enrollado sobre papel de
filtro absorbente para eliminar cualquier rastro de albumina que se adhiera a la
membrana vitelina. Esta membrana fue perforada con una aguja de jeringa, y se
recogieron 15 ml de la yema y colocado en un vaso de precipitado. Luego, se
agregaron 2.37 g de citrato de sodio, 0.50 g de glucosa, 7 ml de glicerol, 100 000
Ul de penicilina y 100 mg de estreptomicina en 100 ml de agua destilada
(Salamon y Maxwell, 2000). El diluyente Optidyl (OP) (Optidyl®, CRYO-VET,
Francia) se prepararon de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Cada uno de los eyaculados fue dividido en dos partes iguales y cada parte se
diluy6 con dos diluyentes a base de citrato-yema de huevo de codorniz (CYC) 6

citrato-yema de huevo de gallina (CYG).

En el experimento fueron considerado Unicamente muestras con un volumen =
0.5 mL, una concentracion de 2.5x10° mL, una motilidad masal 23.0 y una
viabilidad = 70%. Posteriormente, las muestras de semen fueron divididas y
sometidas a 3 etapas para su evaluacion: semen fresco (SF); semen refrigerado
(SR), enfriado de 37 a 4 °C durante 3 horas; y semen congelado (SC). Después
de refrigerar el semen se llenaron pajillas de 0.25 mL (IMV, Francia) y sellado
con alcohol polivinilico (APV) a una concentracion de (80 x10°
espermatozoides/mL. Las pajillas se equilibraron a 4°C durante 3 h en el
refrigerador y para el proceso de congelacién se colocaron a 4 cm de nitrégeno
lliquido (NL) a vapores (-140°C) por 10 min; después de este tiempo, las pajillas
se sumergieron directamente en el NL (-196°C) y se guardaron hasta su analisis
(Jerez et al., 2016). En cada una de las etapas de conservacion (SF, SR y SC),
el semen se analiz6 para evaluar la motilidad masal, viabilidad, morfologia y
prueba de integridad de la membrana (HOST). En el caso del SC, la pajilla se

descongelo sumergiéndola en un bafo maria (37° C durante 30 s).
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3.5 Variables evaluadas

Las muestran de semen se evaluaron para determinar los parametros de calidad
seminal fueron: motilidad masal, MM (%), la cual se evalu6 con el uso de una
escala arbitraria de 1 a 5; donde 1 = 25% y 5 = 100% espermatozoides moviles
(Mahsud et al., 2013); se determind con el uso de una plataforma precalentada
(37 °C), colocando una alicuota de semen puro (20 pl) sobre una lamina
portaobjetos en el microscopio 6ptico con objetivo de 10x. La viabilidad
espermatica, VE (%), se evalué mediante el uso de la tincibn con eosina-
nigrosina (Kafi et al., 2004), se registraron al menos 200 espermatozoides por
muestra mediante microscopio Optico (1000X), y se cuantificd el porcentaje de
células vivas (sin tefiir) y de células muertas (de color rosa), la prueba de
hinchazén hipoosmaética (HOST) se utilizo para evaluar la integridad funcional de
la membrana espermatica. La prueba de HOS se realiz6 bajo la técnica descrita
por Rahmatzade et al. (2017), Todos los pardmetros de calidad seminal se
determinaron en las etapas de SF, SRy SC y las evaluaciones fueron realizadas

por el mismo técnico.

3.6 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) usando
el procedimiento Modelo Lineal General (GLM). Las medias obtenidas de los
pardmetros seminales fueron comparadas usando una prueba de t-Student.
Todos los datos fueron analizados utilizando el paquete estadistico SAS (SAS
Institute Inc. Cary. NC. USA, V9.1). Las diferencias fueron consideradas

significativas a un valor de P<0.05
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IV. RESULTADOS

Los resultados de la motilidad masal se muestra en la figura 1. Después del
proceso de equilibrio la motilidad masal de ambos diluyentes disminuyo
manteniéndose una muy baja calidad durante las 48 horas de refrigeracion. En
la Figura 2, se muestra lo resultados de la motilidad individual, la cual se puede
observar que de la misma manera que la motilidad masal, después del proceso
de equilibrio disminuyo manteniéndose una muy baja motilidad durante las 48
horas de refrigeracion. Mientras que la viabilidad se comporté de la misma

manera la cual se muestra en la Figura 3.

N
1

BYHG YHC

T
T T
T i T
0 T T T T T T 1
2 6 12 24 36 48

Tiempo de refrigeracion (h)

N w
1

Motilidad masal (1-5)

Figura 1. Motilidad masal del semen caprino refrigerado por 48 horas con yema
de huevo de gallina (YHG) o yema de huevo de codorniz (YHG) refrigerado por
48 horas.
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Figura 2. Motilidad individual del semen caprino refrigerado por 48 horas con
yema de huevo de gallina (YHG) o yema de huevo de codorniz (YHG) refrigerado
por 48 horas.
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Figura 3. Viabilidad esperméatica del semen caprino refrigerado por 48 horas con

yema de huevo de gallina (YHG) o yema de huevo de codorniz (YHG).
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V. DISCUSION

Estos resultados demuestran que la yema de huevo de gallina mantiene por mas
tiempo el semen refrigerado (4°C) sin embargo, los parametros de calidad
seminal después de las 6 horas de refrigeracidon se mantuvieron de muy baja
calidad. Cabe mencionar que estos resultados no mostraron diferencias
significativas a pesar de las diferencias en la composicion quimica de las yemas,
ya que la yema de huevo de gallina contiene mas acidos grasos
monoinsaturados seguida de la yema de huevo de codorniz, la yema de huevo
de codorniz contiene significativamente mas fosfatidilcolina, y menos
fosfatidiletanolamina y una proporcion menor de &cidos grasos poliinsaturados a
saturados que la yema de huevo de gallina (Trimeche et al., 1997). Sin embargo,
a pesar de las diferencias quimicas en las yemas de huevo, en nuestros
resultados no se encontro diferencia en ninguno de los parametros evaluados de

calidad seminal semen refrigerado.

Por el contrario, cuando se congela semen con diluyentes que contienen
diferentes tipos de yema de huevo existen diferencias en la calidad seminal
postdescongelacion, lo que puede deberse a la variacion que existe en la

composicién de la yema de huevo.

Nuestros resultados son similares a los encontrados por otros estudios que
muestran que la adicion de yema de huevo de diferentes especies de aves en el
diluyente mejoro significativamente los parametros de calidad del semen post-

descongelado en equinos (Tremiche et al., 1997).

Los diluyentes en base a Tris- yema de huevo de codorniz tenian una mejor
motilidad, viabilidad e integridad de la membrana (HOST) antes del
congelamiento y descongelamiento. En efecto, las lipoproteinas de baja
densidad de la yema de huevo, fosfolipidos y proteinas estan implicadas durante
el proceso de criconservacion ya que probablemente esta actua a nivel de la
membrana celular, protegiendo a los espermatozoides durante el proceso de
congelacion al inducir la resistencia contra el choque frio (Amirat et al., 2004;
Aboagla y Terada, 2004).

Por otra parte, a pesar de las variaciones que existen en la composicién de la

yema de huevo en las diferentes especies de aves, nuestros resultados no
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mostraron diferencias estadisticas en los parametros de calidad seminal
evaluados durante el proceso de congelamiento y descongelamiento. Lo
anterior, probablemente se deba al esperma del macho cabrio fue menos
susceptible a sufrir dafio. En efecto, una de las principales causas de la baja
fertilidad de los espermatozoides en el bufalo posteriores a la congelacion se
debe que los espermatozoides de bufalo son mas susceptibles al proceso de
congelacion y descongelacion debido a que su membrana esperméatica esta
compuesta de una mayor proporcion de &acidos grasos saturados vy
poliinsaturados (PUFAS) (Andrabi et al., 2009; Hol, 2009). Por otra parte, los
acidos grasos poliinsaturados son uno de los componentes vitales de los lipidos
de la membrana plasmatica de los espermatozoides que mantienen su integridad
estructural y funcional y brindan proteccién contra las lesiones criogénicas

durante la criopreservacion (Naz et al., 2019).

(Trimeche et al., 1997) mostraron un efecto benéfico de la yema de codorniz en
comparacién con la yema de gallina en el semen del burro, utilizando un 10% en

el diluyente.

Cabe mencionar, que los diluyentes utilizados en nuestro estudio y base a citrato-
yema de huevo de codorniz o gallina contenian el 15% de yema de huevo y 20%
del diluyente comercial. Sin embargo, a pesar de las diferencias en cuanto al
porcentaje de yema de huevo en los diluyentes en nuestro estudio los
parametros de calidad seminal fueron similares en las tres etapas de evaluacion.
En contraste, resultados encontrados por (Fourouzanfar et al. 2010), muestran
que la motilidad y viabilidad espermatica posdescongelacion son superiores
cuando se utiliza una concentracién de yema de huevo al 20% en comparacion

con el 15% de yema de huevo en el diluyente.
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VI. CONCLUSION

Los resultados de este trabajo demuestran que, aunque el diluyente a base de
yema de huevo de gallina resulta ser menos efectiva a largo plazo que el
diluyente de yema de huevo de codorniz a grandes rasgos no tienen diferencia
por lo que se puede concluir que el uso de cualquiera de estos resulta ser efectiva

para conservar la calidad seminal en el macho cabrio.
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