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RESUMEN

Utilizacion del acido glutamico para mejorar la motilidad del semen refrigerado
de ovino

Laura Gabriela Ibarra Compian
Maestro en Ciencias en Produccion Agropecuaria
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro

Dra. Ma. Guadalupe Calderon Leyva
Asesor principal

El objetivo fue evaluar el efecto de la adicién del acido glutdmico sobre la
motilidad de semen refrigerado de carnero. El estudio fue realizado en la posta
caprina de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, en Torredn, Coahuila,
México (25° LN, 103° LO). Se utilizaron 21 eyaculados, obtenidos de dos
carneros de la raza Dorper la extraccidon seminal, se realizé dos veces por
semana. Los eyaculados recolectados por dia se analizaron para determinar el
volumen, la motilidad masal, la concentracién y la viabilidad espermatica.
Después del analisis se diluyd el semen con un diluyente comercial, se dividio la
muestra diluida en cuatro partes iguales y se agregé 10, 20 o 30 pl/ml de acido
glutdmico, a la cuarta muestra no se le adicioné nada (0, testigo). Posteriormente
de cada muestra, se evalu6 el porcentaje de espermatozoides moviles y los
parametros cinematicos estandar a través del CASA (Analisis de Semen Asistido
por Computadora); después se refrigeré el semen y nuevamente se realizo el
analisis de motilidad espermatica a cada hora durante 4h. Se realizé un analisis
de varianza utilizando el procedimiento del Modelo Lineal General (PROC GLM),
utilizando el SAS 9.0. Tanto en el semen fresco como en el refrigerado los grupos
alos que se les adiciono acido glutamico en comparacion con el testigo mostraron
porcentajes similares (p>0.05) de espermatozoides mdviles. El acido glutamico

no fue suficiente para mejorar la motilidad espermatica en semen refrigerado.

Palabras clave: aminoacido, semen criopreservado, carnero, antioxidante
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ABSTRAC
Used of acid glutamic for the improvement of motility of cooled ram semen.

Laura Gabriela Ibarra Compian
Maestro en Ciencias en Produccion Agropecuaria
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro

Dra. Ma. Guadalupe Calderdn Leyva
Asesor principal
The objective was to evaluate the effect of the addition of glutamic acid on the
motility of refrigerated ram semen. The study was carried out at the goat farm of
the Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, in Torredn, Coahuila, Mexico
(25° LN, 103° LO). Twenty-one ejaculates were used, obtained from two Dorper
rams. Semen extraction was carried out twice a week. The ejaculates collected
per day were analyzed to determine volume, mass motility, concentration and
sperm viability. After analysis, the semen was diluted with a commercial extender,
the diluted sample was divided into four equal parts and 10, 20 or 30 pl/ml of
glutamic acid was added; nothing was added to the fourth sample (0, control).
After each sample, the percentage of motile spermatozoa and standard kinematic
parameters were evaluated using CASA (Computer Assisted Semen Analysis);
then the semen was cooled, and sperm motility analysis was performed again
every hour for 4h. An analysis of variance was performed using the General Linear
Model (PROC GLM) procedure, using SAS 9.0. In both fresh and cooled semen,
the groups to which glutamic acid was added compared to the control showed
similar percentages (p>0.05) of motile spermatozoa. Glutamic acid was not

sufficient to improve sperm motility in refrigerated semen.

Key words: amino acid, cryopreserved semen, ram, antioxidan



. INTRODUCCION

En México la produccion rural de ovinos es una alternativa econdmica para
enfrentar la pobreza, debido a la cantidad de ingresos generados y al aumento
del numero de productores que se han ido involucrando en esta actividad
(Martinez et al.,, 2011). Actualmente las explotaciones ovinas que antes
subsistian considerando a estos animales como una fuente de ahorro o
emergencia, se han transformado e incluso tecnificado, formando actualmente
una actividad agropecuaria beneficiosa orientada a la produccion de utilidades
(Macedo y Castellanos, 2004; Macedo et al., 2011).

Dentro del territorio nacional las razas de pelo estan siendo cada vez mas
utilizadas para produccién carnica ya que se han adaptado a las diversas
condiciones climaticas del pais, aumentando con ello el numero de cabezas en
todo el territorio nacional independientemente del tipo de clima ya sea calido,
templado o seco, siendo apreciados por los productores debido a sus
caracteristicas, productivas y reproductivas, lo cual les permite mejorar la

seleccién de los genotipos con mayor vigor hibrido (Gonzalez et al., 2010).

Los genotipos seleccionados son aquellos que muestran tener mayor
adaptabilidad y productividad, considerandose parametros como la conversion
alimenticia, ganancia diaria de peso vivo y por ultimo el rendimiento de la canal,
por ello se analizan y realizan cruzamientos selectivos con razas importadas
especializadas (Romualdo et al., 2004; Vilaboa et al., 2010) en muchos casos
aplicandose biotecnologias tales como la inseminacion artificial, enfrentando con

ello algunas restricciones como la preservacion y criopreservacion del semen.

La criopreservacion de semen a pesar de ser muy utilizada en cualquier especie
implica la pérdida de la calidad seminal (Watson, 2000; Yoshida, 2000). Uno de
los organelos mas importante en el espermatozoide es la mitocondria, por su

relacion con la energia del espermatozoide y motilidad (Mazur et al., 2000).

La motilidad espermatica es de alta importancia debido a la distancia que tiene

que recorrer el espermatozoide del sitio de eyaculacion o inseminacién, hasta el



sitio de fertilizacion en el utero ovino (Bilodeau et al., 2002; Turner, 2003). Para
la fertilizacion del ovocito también son esenciales una membrana plasmatica y
acrosoma intactos, cuando hay un dafo en alguna de esas estructuras se reduce
la fertilidad (Mazur et al., 2000). El dafio en el ADN de los espermatozoides
refrigerados o criopreservados, es causado al momento de la preservacion del
semen (Aitken y Baker, 2004).

En el proceso de preservacion se ha demostrado, que resulta en un dafo en la
membrana estructural del espermatozoide, lo que origina la generacion de estrés
tanto quimico como fisico. Existe evidencia en que el dafio causado por la
preservacion del semen de carnero es causado por la peroxidacion de las
membranas lipidicas, o que resulta en un aumento en las especies reactivas a
oxigeno (ROS) (Gungor et al., 2024), causando estrés oxidativo, lo que a su vez
provoca dafos en la membrana y ruptura de la cadena del ADN en el nucleo de
los espermatozoides (Aitken at al., 2009; Guthrie y Welch, 2006).

Los resultados de diferentes investigaciones han mostrado que la adicién de
aminoacidos como la glutamina en semen criopreservado actua como un agente
crioprotector aumentando la motilidad posterior a la descongelacion (Santiago et
al., 2019). Ugur (2020), demostré que el acido glutamico protege la membrana

plasmatica de cualquier dafo oxidativo actuando, asi como un antioxidante.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y domesticacion de los ovinos

Cuando el ser humano comenzo su vida sedentaria aproximadamente hace unos
12,000 afos a.C, iniciando con el cultivo de plantas y la impronta de animales.
consecuente a esto varias poblaciones humanas aprendieron a domar y controlar
la conducta de ciertas especies que cazaban, iniciando con ello el proceso de
domesticacion. Siendo bastante probable que dentro de las primeras especies
domesticadas fueran las ovejas, hace aproximadamente 10,000 anos a finales
del periodo mesolitico (Ryder, 1984; Simm, 1998).

Se cree que el amansamiento de los ovinos inicié en Asia, de donde la especie
migro ya domesticada con rumbo a paises africanos y europeos. Siendo
fundamentalmente tres razas los ancestros principales, Ovis arkal el cual es
probablemente la mas antigua descrita en la historia, Ovis musimon que dio
origen a las razas europeas y el Ovis ammotragus que origino las razas africanas
La cruza de estas tres lineas ovinas dio origen al antecesor principal de las razas
ovinas que conocemos en la actualidad el Ovis aries palustris llamado carnero de

las estepas de Asia (Mariante y Calcavante, 2000).

El adiestramiento y doma en conjunto con las modificaciones en el medio
ambiente origind diversas transformaciones que permitieron a la especie
desarrollarse y sobrevivir en un entorno donde la seleccion natural era reducida
(Ryder, 1984). En base a lo antes descrito se crearon variados y pequefos grupos
los cuales enfocaban sus conocimientos empiricos a la eleccion de estos
animales cuyas caracteristicas eran deseables para el humano (Ryder, 1984;
Mariante y Calcavante.,2000). El conocimiento adquirido durante la
domesticacion mostro al ser humano las cualidades idoneas de seleccion para
aplicar cruzamientos selectivos que dieran origen a razas cuyo potencial genético
fuera el adecuado para adaptarse al medio en que se desarrolle y a su vez estos
sean capaz de satisfacer sus requerimientos basicos (Mariante y Calcavante,
2000).



En la actualidad la explotacién de ovinos es representativa del gran potencial
economico y social de diversos paises, esta se da en mayor medida en el

continente europeo, en comparacion a paises tropicales. (Paiva et al., 2005).

Gracias al aprendizaje del hombre a lo largo de los afios el abastecimiento de
productos carnicos, lacteos, lana, piel, huevo y fertilizantes naturales, garantizan
con ello la manutencion del entorno familiar (FAO, 2007). la manufacturacién de
los productos de origen animal dentro del ambito industrial no es capaz de
abastecer las necesidades de materia prima de la poblacién sin alterar el medio
ambiente (Arredondo Ruiz, 2013).

La raza Dorper fue creada en 1930 en la regién semi arida de Karoo sur Africa
(Cloete et al., 2000; Milne, 2000; Zishiri et al., 2013), para que pudiera resistir al
medio ambiente arido de la zona, siendo capaz simultdaneamente de poder
producir una carne de buena calidad (Ramsay et al., 2000). Es asi como la cruza
de la raza Dorset horn conocida por su calidad de produccién de carne y la raza
Persian que tiene una buena adaptacion al clima arido, crearon la caracteristica
oveja cabeza negra y cuerpo blanco (raza Dorper). La raza Dorper es un conjunto
de adaptaciones a varias condiciones climaticas, tiene una fertilidad alta y un alto
crecimiento bajo las condiciones extensivas de las regiones africanas, produce
una carne de calidad con un buen marmoleo convirtiendo la raza en una buena
eleccion para produccion de carne (Cloete et al., 2000; Milne, 2000; Schoeman,
2000; Wanijala et al., 2023; Ojango, 2023).

2.2. Importancia nacional de ovinos

Para el 2016, 118 mil toneladas de ganado ovino en pie fueron producidas en la
nacion, de estas aproximadamente 60, 300 se destinaron al sacrificio y
distribucion en canal. El 95 % de la produccion carnica ovina es consumida como
el tipico platillo denominado barbacoa. Siendo México el principal estado
productor de carne a nivel nacional el cual produce el 30 por ciento del total
nacional, en segundo lugar, se encuentra Hidalgo con un 25 por ciento, ultimando

con Veracruz el cual cuenta con el 15 por ciento de la produccion total.



Actualmente el inventario nacional de ovinos es 8,805,206, del afio 2012 al 2022
aument6 307,859 cabezas de animales (SIAP, 2022). La region lagunera cuenta
con un inventario de 12,879 ovinos de los cuales se producen 688 toneladas de
carne ovina en la regién de Coahuila (SIAP, 2022). Es asi la ovinocultura se ha
considerado en primera instancia como una opcion productiva para su desarrollo
en climas aridos o semiaridos, debido a la gran capacidad de adaptacion incluso
en condiciones adversas (SIAP, 2022; Martinez et al., 2010; SADER, 2017).

A pesar del alto consumo en barbacoa, el resto de los cortes carnicos de carne
ovina no tiene el mismo auge en cuanto a consumo siendo que en los ultimos 25
afios el consumo nacional presenta una fluctuacion de entre 500 y 950 g/afio/per
capita (Partida et al., 2017). El consumo per capita de borrego ha venido
decreciendo en las recientes décadas mundialmente, esto obligando a la
industria de produccion de carne de borrego a ser mas competitiva para el
mercado (FAO, 2022).

El modico aporte de carne ovina entre los articulos basicos de consumo

alimenticio de México es revelado por diversos aspectos:
1.- El precio es eminente con relacion a otras carnes (pollo y cerdo).

2.- EI 90 % del consumo de carne ovina consiste en el consumo de barbacoa, la

cual es un platillo ocasional

3.- Su mercado es constante durante todo el afio (elevandose su consumo y
demanda durante el ultimo trimestre), cuya importacion (en pie o canal) esta

directamente relacionada con el precio del ddlar.

En base a lo establecido, se calcula que para mantener un inventario de 750
g/persona en el afo 2016, era necesaria la produccién nacional de 60,000 t de
carne ovina, para lo cual es necesaria la importacion de mas 30, 000 ton de carne
en canal, para lo cual es necesaria una inversion aproximada de 3, 000 millones
de pesos (Partida et al., 2017). Por lo anterior, se requiere que la cria ovina sea

competitiva (Martinez et al., 2010).



Con base en la demanda alimenticia de carne ovina, gran parte de los
productores han establecido diversas técnicas y programas de mejoramiento
genético con cruzamientos selectivos, con lineas seleccionadas
estratégicamente a fin de aprovechar su alto valor genético, cuya progenie
expresa su vigor hibrido al mostrar grandes caracteristicas reproductivas y
productivas incluso en condiciones climaticas adversas desde climas aridos

hasta templados (Ermias y Rege, 2003; Zaitoun et al., 2005).

2.3. Reproduccion en ovinos

Estacionalidad reproductiva de los carneros

Las especies que presentan un ciclo reproductivo estacional desarrollan
alternativas fisiolégicas que les permiten mostrar los periodos aptos para la
reproduccion en los periodos del afio que permita que el nacimiento de sus crias
sea en épocas con mejor disponibilidad de alimento y temperatura (Goldman,
2001; Smith, 2012). Este fendmeno ocurre principalmente, a causa del
fotoperiodo y alteraciones de duracién del dia, y llega a ser regulado por diversos
factores, los cuales serian; temperatura ambiental, nutricion, relaciones y
acercamiento con el sexo opuesto, tiempo de duracion del parto y lactancia (Rosa
y Bryant, 2003).

La principal hormona que regula la estacionalidad en la reproduccion de los
mamiferos es la melatonina (Malpaux et al., 2001; Clarke et al., 2009). La
regulacion reproductiva de la melatonina en los animales depende de la
concentracion sanguinea y varia entre las especies estacionales. Las especies
consideradas de dias cortos, como los pequefios rumiantes y bufalos, presentan
su estacion reproductiva al final del verano, otofio e invierno, cuando el periodo
oscuro durante el dia es mayor que el periodo de luz y asi ocurre una mayor

sintesis de melatonina (Abecia et al., 2012).

Durante la estacion reproductiva la melatonina puede realizar sus acciones

regulatorias de la reproduccion, principalmente de dos formas.



e La via principal es por la induccion de una mayor liberacion de hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) gracias a el hipotalamo.
e Consecuentemente a través de las hormonas foliculo estimulante (FSH) y

la hormona luteinizante (LH) por la adenohipdfisis.

Tanto como la FSH como la LH son responsables del desenvolvimiento,
activacién y estimulacion de las gonadas, que producen las hormonas sexuales
y el desarrollo de los gametos (Malpaux et al., 2001; Clarke et al., 2009). Por lo
tanto, la melatonina pude actuar directamente sobre los testiculos (Li, et al.,
1998), los espermatozoides (Casao et al., 2012) y el plasma seminal (Casao et
al., 2010), haciendo uso de los receptores de membrana para ayudar a una mejor

conservacion y calidad espermatica.

2.4. Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso de diferenciacion y renovacion celular
regulada que consiste en una renovacion propia y diferenciacion de células
madre espermatogoniales (SSCs), la meiosis espermatocitica vy
espermatogénesis; cada uno de estos procesos es esencial para la produccion
exitosa continua de gametos masculinos (Senger, 1997; Nishimura y L’Hernault
2017).

Desde el nacimiento del macho, en el semental existen unas células, llamadas
germinativas, llamados gonocitos, asi mismo tienen los tubulos seminiferos, los
tubulos son diminutos y faltantes de lumen al nacimiento por lo que no inicia la
liberacion celular (Johnson et al., 2000). Los tubulos seminiferos estan rodeados
por tejido intersticial compuesto principalmente por células mesenquimales
precursoras de las células de Leydig, existen poblaciones de células compuestas
por los gonocitos y células de soporte que posteriormente generaran las células
de Sertoli que son originadas del mesodermo (Zomboni y Upadhyay, 1982;
Galina, 2021).

Previo la pubertad en el macho se empieza a manifestar la diferenciacion celular,

en primer lugar por la presencia de espermatocitos primarios, estos generalmente



son degenerados en la fase de paquitermo ya que no tiene un estimulo hormonal,
cuando la pubertad empieza a aparecer, las espermatogonias empiezan a
dividirse de una manera muy acelerada mediante mitosis, al mismo tiempo en el
espacio intersticial las células mesenquimales empiezan su proceso de

diferenciacion, dando origen a las células de Leydig (Galina, 2021).

La cantidad de poblacion de las células de Sertoli esta determinada desde la
ultima fase de la gestacién y después del nacimiento, dependiendo de la
produccion de FSH. Esta relacion crea un patrén de multiplicacion dando como
resultado una poblacion determinada después de la pubertad y fija en cantidad
al curso de toda la vida del macho, a su vez existe una relacion directa entre la
cantidad de células de Sertoli con la produccion de espermatozoides en la vida
adulta del semental (Galina, 2021).

2.4.1. Fases de la Espermatogénesis
El proceso de la espermatogénesis puede ser dividido en tres fases.

Fase de proliferacion: Es la primera fase, ocurre luego de la pubertad y a lo
largo de la vida reproductiva del macho, consiste en todas las divisiones de la
espermatogonia. Muchas generaciones de la espermatogonia son sometidas en
divisiones mitéticas de manera muy rapida y después de eso se dividen
sucesivamente por mitosis, pasan por las siguientes fases: las AO(células del
tronco) después las A1-A4, sucesivamente las intermedias y las del tipo B
(Senger, 1997; Galina, 2021).

Fase meidtica: La segunda fase de la espermatogénesis involucra los
espermatozoides primarios y secundarios, en esta fase el material genético se
recombina, el espermatocito primario hace la divisibn meidtica inicial que va a
crear a los espermatocitos secundarios, después de los espermatocitos
secundarios ocurre la fase prolongada en la cual ocurren los cambios de material
genético entre los pares de cromosomas, en ese estadio se producen células
haploides o sea que existe reduccion en el numero de cromosomas somaticos,

asi como pasa la separacion de los cromosomas sexuales, de manera que un



espermatocito secundario recibe un cromosoma X y otro cromosoma recibe uno
Y, en esta fase concluye la fase meidtica de cada espermatocito (segunda divisién
meidtica) produciendo espermatidas haploides (1N) (Senger, 1997; Galina,
2021).
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Figura 1. Espermatogénesis (Recuperado de Galina, 2021).

Fase de diferenciacién o fase espermiogénica: La tercera y parte final de la
espermatogénesis, aqui no ocurre ninguna division celular. En esta fase la
espermatida esférica indiferenciada se convierte en un espermatozoide
completamente con sus partes desarrolladas y estructuralmente equipado para
fertilizar al ovulo. Los cambios son llevados a cabo cuando las espermatidas
tienen contacto con el citoplasma de las células de Sertoli, gracias a estos
cambios se comienzan a diferenciar las partes por las cuales estda compuesto un
espermatozoide, primeramente, la cabeza esta hecha practicamente solo por el
nucleo, el acrosoma u capuchon cefalico, después el cuello y por ultimo la cola
(Senger, 1997; Galina, 2021). Los espermatozoides son liberados antes de que
la nueva generacion de espermatocitos primarios se comience a generar
(Hochereau et al., 1987).
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Figura 2. Fases de la espermatogénesis (Recuperado de Galina, 2021).

Las células de Sertoli al ser las Unicas células somaticas presentes en el epitelio
seminifero funcionan de sustento, nutricién y control endocrino de las células
germinales, asi como actuan en el proceso de liberacion de los espermatozoides
a la luz tubular. De la misma manera, las mismas células de Sertoli realizan
acciones de fagocitosis a los cuerpos residuales, significa que una parte del
citoplasma del espermatozoide también fagocita las células germinales que se
degeneran durante la espermatogénesis. De igual forma las células de Sertoli
sintetizan gran cantidad de proteinas una de ellas las proteinas de union al
androgeno (ABP) encargada de transportar andrégenos al aparato reproductivo,
asi como transferinas encargadas de transportar hierro necesario para el proceso

de respiracion celular en las células germinativas y de igual manera las inhibinas
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que son responsables de regular la liberacion de FSH por la hipofisis, como parte

del sistema de retroalimentacion negativa (Galina, 2021).

Las células peritubulares o también conocidas como mioides estan ubicadas
envueltas del tubulo seminifero, ya que se piensa que las células peritubulares
promueven la contraccidon y mantienen la estructural del tubulo integra. Las
células peritubulares se empiezan a diferenciar en la pubertad por el efecto de
los andrégenos (Galina, 2021). La relacion e interaccion entre las células
Mioides/peritubulares y las células de Sertoli son vitales en el mantenimiento

funcional del testiculo (Galina, 2021).

Durante la espermatogénesis, espermatidas haploides se someten a cambios
extensivos, celular, molecular y morfologicos, incluyendo la biogénesis
acrosomal, desarrollo del flagelo, reorganizacion citoplasmatica y condensacion
cromatica. Estos cambios resultan en una espermatozoa madura con una

cubierta acrosdmica, cabeza y cola motil (Robinson., 2016).
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Figura 3. Formacion y partes del espermatozoide (Recuperado de Galina 2021).

La duracion de un ciclo de espermatogénesis en los Carneros es de 10.57 dias,
es el tiempo que tarda desde la primera mitosis de la espermatogonia hasta su

estadio de espermatozoide, después de esto los espermatozoides son
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trasportados a la cola del epididimo en un periodo de 11 a 15 dias (Dolnik et al.,
2023).

2.4.2. Endocrinologia espermatica
La testosterona, es una hormona esteroidea producida por las células de Leydig,

es de suma importancia en el mantenimiento y restauracion de la
espermatogénesis, de la misma manera que es necesaria para desarrollar y
mantener las caracteristicas secundarias del macho. A diferencia de la
testosterona la FSH esta mas enfocada en el macho en la fase de gestacion,
prepuberal y puberal, donde la espermatogénesis se empieza a desarrollar, en
sementales adultos la cantidad de FSH es suficientes para mantener una
espermatogénesis normal. Pero la FSH tiene una estrecha relacion con los
receptores de las células de Sertoli incitando la produccion de ABP, asi como de

inhibina de igual manera la divisidon de células germinales (Galina, 2021).

La FSH estimula la produccion de ABP, que forma un complexo con la
testosterona. Ese complexo ABP-T es transportado con los espermatozoides
hacia adentro del epididimo, debido a que las células epiteliales del epididimo
requieren concentraciones relativamente altas de testosterona para una buena

actividad de maduracion espermatica (Gardner y Hafez, 2004).

La funcion de la inhibina consiste en bloquear la liberacion de FSH y estimular la
secrecion de LH, esta secrecion en el testiculo actia como secretora de
androgenos por las células de Leydig y como consecuencia estimula la
proliferacion del epitelio seminifero, debido a que en las células germinales
existen receptores especificos para esteroides. Los andrégenos se transportan
del espacio intersticial hacia el epitelio seminifero y de ahi son transportaos para
todo el aparato reproductor del macho, gracias a las proteinas de transporte ABP
(Galina, 2021).

La espermatogénesis es controlada por la funcién del eje hipotalamo-hipdfisis-
testicular. A pesar de que la FSH aumenta la viabilidad del epitelio seminifero,

ademas de aumentar la multiplicacion de las espermatogonias, asi como de
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androgenos, los cuales son vitales para la diferenciacion del aparato reproductor
masculino, ambos necesitan de una elaboracién de factores locales y de las
interacciones de las células que regulan el crecimiento y diferenciacion del tejido.
Estos factores locales tienen interaccién entre las células de Sertoli, de Leydig y

germinativas.

En carneros los macréfagos y varios subtipos de linfocitos son el segundo lugar
celular mas numeroso en el testiculo seguidos de las células de Leydig, los
macréfagos al estar intimamente relacionados con células de Leydig actuan en

conjunto en la regulacion de la esteroidegénesis (Galina, 2021).

Variacién de volumen testicular y estacionalidad

Los cambios estacionales de las dimensiones testiculares son procedentes por
la disminucién de LH y el aumento de la secrecion de FSH (Avdi et al., 2004; Kafi
et al., 2004; Dickson y Sanford, 2005; Barkawi et al., 2006). La principal razén por
la cual ocurre el aumento del volumen testicular en la estacion reproductiva es
por la proliferacién de células de Sertoli, las cuales son esenciales para fortalecer
el soporte estructural, nutricional y funcional en la diferenciacion y proliferacion

de las células germinativas (Sharpe et al., 2003).

El aumento anterior a la estacion reproductiva de FSH puede ser una accién
fisiolégica del organismo para acrecentar el volumen testicular y aumentar la
produccion espermatica. A lo largo de la estacién reproductiva el aumento de LH
puede ser debido a la influencia de melatonina activando un perfil predominante
de pulsos de alta frecuencia de GnRH que induce la secrecion de LH y no de
FSH (Dias et al., 2020). Los aumentos de dimensiones testiculares en carnes son
sustancialmente influenciados por la estacién reproductiva. Por consecuencia el
aumento de perimetro escrotal puede tener una moderada correlacion negativa
establecida con las anormalidades de las células espermaticas. Por lo tanto, es
posible que a mayor espacio/ volumen testicular en la fase reproductiva permita
un menor numero de apoptosis celular, ademas de elevar el aumento de células
de Sertoli que aumentan el aporte nutricional y estructural de las células

germinativas (Sarlés et al., 2013).
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Tiempo de reaccion y la estacionalidad

El tiempo de reaccidon reproductivo (TR) es el periodo transcurrido desde
visualizaciones y contacto con la hembra hasta la primera eyaculacion
(Chenoweth, 1981). Es un parametro muy utilizado para analizar el
comportamiento sexual del macho reproductor. Este aumento de libido puede ser
debido a la mayor concentracion de testosterona circulante, ya que esta hormona
ademas de ser responsable de la eficiencia de espermatogénesis también tiene
influencia en las manifestaciones de caracteristicas sexuales secundarias, como
las feromonas. Ademas de eso la testosterona esta a niveles mas elevados
durante la estacion de monta y acompafia una tendencia estacional anual de

sintesis y secrecion (Santiago-Moreno et al., 2005; Todini et al., 2007).
Sintesis de testosterona y estacionalidad

La hormona de la testosterona es casi exclusivamente producida por las células
de (tejido intersticial), pudiendo ser también secretado por la regidon cortical
suprarrenal (Siegel et al., 1992). Dentro de sus funciones reproductivas, se
destaca la regulacion de las células de Sertoli estimulando los estadios finales de
espermatogénesis, prolongando la vida util de los espermatozoides en el
epididimo, estimulando a los 6rganos reproductivos secundario a su, y el
mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias y la de la libido del
macho (Gardner y Hafez, 2004). El desarrollo de las espermatidas alargadas a
partir de las redondas depende en gran medida de testosterona (Odonnell et al.,
1994). La testosterona esta directamente involucrada en varios procesos
reproductivos y representa fluctuaciones en sus concentraciones plasmaticas

entre estaciones reproductivas (Santiago-Moreno et al., 2019; Todini et al., 2007).

Estudios realizados mostraron que la estacionalidad del fotoperiodo esta
influenciada fuertemente por la sintesis de testosterona, es decir, que la
produccion de testosterona es mayor en la estacion reproductiva (Santiago-
Moreno et al., 2005; Todini et al., 2007).

Durante la estacién reproductiva ocurre un aumento de volumen y masa testicular

que influencian positivamente en la sintesis de testosterona, para permitir una
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perfecta produccion de células espermaticas, ademas de desenvolvimiento de
caracteristicas sexuales secundarias y comportamientos necesarios en la fase
reproductiva ya que existe una relacion positiva entre la concentracion de
testosterona plasmatica y el perimetro escrotal (Zamiri et al., 2010; Sarlés et al.,
2013) . Ademas, también se ha documentado que existe una correlacion negativa
entre la testosterona y las anormalidades espermaticas, mostrando la
importancia de esta hormona para una correcta produccion de células
espermaticas principalmente en las fases finales. El aumento de volumen
testicular en la estacion reproductiva lleva a una mayor de secrecion de
testosterona para permitir una perfecta produccién de células espermaticas,
ademas de desenvolvimiento de caracteristicas sexuales secundarias y

comportamientos necesarios en la fase reproductiva (Odonnell et al., 1994).

2.4.3. La melatonina en la reproduccién del macho
La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es sintetizado a partir del triptéfano y

su principal secretor es la glandula pineal de mamiferos, sin embargo, existen
varias estructuras reproductivas periféricas que se producen probablemente para
su propio uso (Itoh et al., 1999; Tosini y Fukuhara, 2002). Se ha sugerido que las

mitocondrias de las células eucariotas producen melatonina.

Esta hormona sintetizada casi exclusivamente durante la ausencia de luz es uno
de los componentes esenciales para la regulacion productiva de los animales
estacionales, ya que todo el eje reproductivo es positiva o0 negativamente

respectivamente influenciado por la melatonina (Reiter et al., 2013).

La aplicacién de melatonina exdgena a los carneros ha demostrado un aumento
en la frecuencia de liberacion pulsatil de GnRH y por consecuencia también de
LH, FSH y la testosterona (Webster et al., 1991; Rosa et al., 2000). Asi una
mejoria en la calidad de semen puede ser derivada por las acciones directas de
la melatonina sobre los espermatozoides, puede ser como un antioxidante o de
manera indirecta con acciones mediadas por LH, FSH y especialmente por
testosterona. La presencia de melatonina en el liquido seminal de los ovinos se

encuentra en concentraciones mas altas que en el suero sanguineo (Casao et
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al., 2009), lo que aumenta la posibilidad de que la melatonina tenga acciones

directas sobre el esperma (Reiter et al., 2013).

Los receptores especificos de membrana para melatonina, MT1 y MT2 fueron
identificados en carneros por inmunohistoquimica agrupados en casi todas las
areas de los espermatozoides, en la cabeza (region ecuatorial y post acrosomal)
cuello o pieza de conexidn y regiones de la cola (Casao et al., 2012). Estos
receptores también fueron identificados en las células del epitelio epididimario,
con una densidad regulada por la testosterona e hidrocortisona a (Li et al., 1998).
En las ratas la melatonina tiene la funcion de modular la proliferacién del linaje
de células epididimarias (Li et al., 1999), o que ayuda a los musculos lisos al
movimiento de los espermatozoides en los conductos epididimarios (Reiter et al.,
2013).

2.4.4 Parametros que determinan la calidad seminal en carneros

Volumen

El volumen promedio de los eyaculados de los carneros es de 0.5 a 2 mL como

lo menciona Smith (1971) y Balcazar y colaboradores (2009).
Concentracion

La concentracion espermatica por mililitro de eyaculado varia de acuerdo con la
actividad sexual del carnero, asi como la frecuencia de eyaculados, el rango
aceptable es de 2.5 x 10° a 6 x 10° (Gil et al., 2000).

Motilidad masal

La motilidad masal o movimiento en remolino se mide en una escalade 0 a 5 (0=
inmovil, 5= movimiento vigoroso), se coloca una gota de semen en un
portaobjetos atemperado y se observa en el microscopio bajo el aumento de 40
x (Aller et al., 2024).

Motilidad individual

La motilidad individual se determina en porcentaje del 0 al 100 (0%= inmoviles,

100%= movimiento muy vigoroso), se coloca una gota de semen en un
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portaobjetos caliente y se observa en el microscopio bajo el aumento de 40 x, se
hace un barrido en zig zag contando 10 campos, cada campo con 100 células,

para al final determinar el porcentaje de motilidad (Bester et al., 2004).
Viabilidad

La viabilidad es expresada en porcentaje y se determina utilizando la tincién
eosina/nigrosina, la cual entra en la parte de la cabeza de los espermatozoides
no viables, coloreandolos de rojo, y los espermatozoides viables no se tifien de
ningun color, se observa el portaobjetos con un microscopio y se cuentan 200
espermatozoides (Bester et al., 2004; Nascimento y Silva., 2020; Aller et al.,
2024).

2.4.5 Las motilidades espermaticas analizadas a través del CASA
Computer-assited semen analisis, CASA por sus siglas en inglés, es una

tecnologia que permite la automaticidad de los parametros individuales de los

espermatozoides en el eyaculado (Amann y Waberski, 2014).

Los Parametro funcionales y estructurales como motilidad, cinematicas,
viabilidad, integridad acrosémica y del ADN, funcién mitocondrial, morfologia y
morfometria son los asociados con el proceso de fertilidad evaluados en el CASA
(Gosalvez et al., 2016).

Los parametros motiles mostrados en el sistema CASA son:

v" Motilidad progresiva: Se define como el porcentaje de espermatozoides que
muestral un movimiento rectilineo (Madrigal et al., 2020).

v" Motilidad total (%): Relacién entre los espermatozoides con motilidad
respecto al numero total (Rodriguez., 2016).

v" Motilidad cinematica: Es la medicion de la distancia entre cada punto de la
cabeza de un espermatozoide determinado durante el periodo de evaluaciéon
(Soler et al., 2018; Gallagher et al., 2019).

v Velocidad curvilinea (VCL, pm/s): Se mide sumando la distancia entre las
posiciones del centroide de la cabeza del espermatozoide cuadro por cuadro,
dividido por el tiempo transcurrido (Soler et al., 2017).
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v

Velocidad en linea recta (VSL, ym/s): Es la distancia entre el primer y el
ultimo punto de la trayectoria del espermatozoide, dividida por el tiempo
transcurrido (Soler et al., 2018).

Velocidad de la trayectoria (VAP, um/s): Velocidad de la cabeza de un
espermatozoide a lo largo de su trayectoria media, dividida por el tiempo
transcurrido (Soler et al., 2017).

Linealidad (LIN, %): Es el nivel de progresién lineal calculado como la relacion
VSL/VCL en porcentaje (Soler et al., 2017; Maulana et al., 2022).

Rectitud media (STR, %): Es la relacion de VSL/VAP para obtener la media
(Soler et al., 2017; Maulana et al., 2022).

Oscilaciéon (WOB, %): Es la oscilacion de la trayectoria real respecto de la
trayectoria promedio expresada como la relacién de VAP/VCL (Soler et al.,
2005; Maulana et al., 2022).

Distancia curvilinea (DCL, pym/s): Distancia curvilinea (Palacin et al., 2013;
Maulana et al., 2022).

Distancia linea recta (DSL, ym/s): Distancia linea recta (Marti et al., 2011;
Maulana et al., 2022).

Distancia promedio mas alta (DAP,uym ): Se define como la distancia
promedio mas alta (Maulana et al., 2022).

ALH (pm): Es la magnitud del desplazamiento lateral de la cabeza media por
la amplitud de la oscilacién sinusoidal aproximada de la cabeza del
espermatozoide alrededor del campo (puede considerarse como el valor
maximo o el valor medio a lo largo del campo) ( Amann y Katz ., 2004, Soler
et al., 2017)

BCF (Hz): (Kay and Robertson, 1998; Amann y Katz ., 2004; Soler et al., 2017).

v" Motilidad progresiva rapida (%): Espermatozoides moviles por mililitro

(Amann y Katz, 2004; Valverde et al., 2019).

v' Motilidad circular progresiva (%): Los espermatozoides analizados

presentan un radio >10.0 ym y 0.70 ym/sg (Amann y Katz, 2004; Valverde et
al., 2019).
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v Motilidad circular local (%): de los espermatozoides analizados VSL <10.0
pm/s y VCL (Amann y Katz, 2004; Valverde et al., 2019)

v Espermatozoides inmoviles (%): analiza el porcentaje de espermatozoides
que presentan una velocidad curvilinea (VCL) < 24.0 ym/s y ALH < 1.0 um/s
(Amann y Katz, 2004; Valverde et al., 2019).

Figura 4. Parametros cinematicos presentados por el sistema CASA. La linea
roja muestra la velocidad curvilinea (VCL), la linea azul muestra la velocidad en
linea recta (VSL) y la linea verde muestra la velocidad de trayectoria promedio
(VAP). STR - rectitud (= VSL/ VAP*100); LIN — linealidad (= VSL/VCL x 100);
WOB - oscilacion (= VAP/VCL x 100); ALH — amplitud del desplazamiento lateral
de la cabeza; BCF — frecuencia de cruce de pulso (Recuperado de Valverde et
al., 2020).

Cuadro 1. Variables cinematicas de los espermatozoides del carnero (Adaptado
de Valverde, et al., 2020).

Especie | VCL, VSL, VAP, LIN, % | STR, |WOB, |ALH, BCF,
um/s Mm/s um/s % % Mm Hz

Borrego |101.3 +£|726 +|821 +|67.0 +|{825 £|784 +|28 +|85 &
2.1 2.5 2.6 1.4 0.8 1.2 0.1 0.2
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Cuadro 2. Variables morfométricas del espermatozoide de carnero (Adaptado de
Valverde et al., 2020).

Especie

Area,um2

Perimetro,um

Largo,um

Ancho,um

Elipticidad

Elongacion

Borrego

27.3+1.69

21.7x2.11

8.1+0.25

4.2+0.17

1.9+0.10

0.3+0.07

2.4.6 Aditivos en el semen

Diferentes tipos de proteinas estan presentes en el epididimo compuestas de

diferentes aminoacidos los cuales son descritos en la figura 5:

Férmula
Aminoacido Quimica
Lisina C6H14N202
Histidina C6HIN302
Arginina C6H14N402
Cisteina C;H;NO,S
Treonina C4HIONO3
Serina C3H7NO3
Acido glutdmico | C5SHINO4
Prolina C:sHyNO,
Glicina C,H:NO,
Alanina C3H7NO2
Cistina C;H,NO,S
Valina C5H11NO2
Metionina C5H11NO2S
Isoleucina C6H13NO2
Tirosina C9H11NO3
Fenilalanina CO9H11NO2
Triptéfano C11H12N202

Figura 5 Aminoacidos presentes en el semen

En particular el acido glutamico o glutamato tiene un rol significativo en el

metabolismo que se lleva a cabo para producir ATP como moneda energética

para la motilidad espermatica. El espermatozoide debe de ser acompanado y/o

complementado con un liquido plasmatico o espermatico de calidad porque por

que se reflejara en la fertilidad (Susetyarini et al., 2015).
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El 4cido glutamico es necesario en el metabolismo del espermatozoide, los bajos
niveles de acido glutamico resulta en una reduccién en la motilidad espermatica.
El acido glutamico protege la membrana plasmatica de cualquier dafo causado
por la peroxidacion lipidica, este mecanismo representa mecanismos de

antioxidantes para prevenir los radicales libres (Ugur et al., 2020).

El oxido nitrico neutraliza el superoxido producido normalmente por el
espermatozoide durante el proceso de consumo de oxigeno, ya que el
espermatozoide al ser eyaculado empieza a consumir oxigeno. Cuando existe
una cantidad excesiva de superdxido afecta el peroxido de la membrana de
fosfolipidos de los espermatozoides lo que termina causando una falla en la
funcién normal de la célula. La produccién de peroéxido lipidico en la membrana
espermatica se puede prevenir al aumentar la produccion de 6xido nitrico a través
del acido glutamico. El acido glutamico actua como bloqueador y previene todos
los agentes que inhiben el proceso de fraccion de azucar del espermatozoide.
Este factor aumenta la actividad metabdlica y aumenta la disponibilidad de

energia (Susetyarini et al., 2015).

En los diferentes mamiferos ha sido investigado que la adicion de glutamina al
semen como un agente crioprotector aumenta la motilidad seminal descongelado
(Santiago et al.,2019).

Ugur et al. (2020) reportaron que la abundancia del acido glutamico puede llegar
a tener efectos protectores en el semen durante la refrigeracion y

criopreservacion.

El glutamato también participa en aspectos reproductivos de los machos, es
considerado el principal neurotransmisor en el sistema nerviosos central
estimulando la expresion del comportamiento sexual por su accion en las
neuronas GnRH. Ademas, es probable que el glutamato, por influencia de la
kisspeptina, la dopamina, las catecolaminas y la liberacién de 6xido nitrico, regule
la produccién de androgenos a través de interacciones con las células GnRH en
el MPOA, que, a su vez, afectan la liberacién de LH en la hipdfisis anterior
(Calderon et al., 2019).

21



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales experimentales y obtencién de eyaculados

Se utilizaron un total de 21 eyaculados, obtenidos de dos carneros de la raza
Dorper (10 meses de edad y 3.5 unidades de condicion corporal (escala de 1 a
5)), en la posta caprina dentro de las instalaciones de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro (25.5° LN, 103.3° LO). Se realiz6 la extraccion seminal,
dos veces por semana a través de una vagina artificial y en presencia de una
oveja en celo. Los eyaculados recolectados por dia fueron llevados al laboratorio
donde, se pusieron a bafio Maria (37° C) y se analizaron para determinar el

volumen, la motilidad masal, la concentracion y la viabilidad espermatica.

3.2. Dilucidn, evaluacion inicial de la calidad seminal y tratamientos

Después del analisis se diluyd el semen en relacioén 1:1, utilizando un diluyente
comercial (Optixcell) preparado de acuerdo con las especificaciones del
producto. Posteriormente se dividio el volumen total de la muestra diluida en
cuatro partes iguales, para agregar 10, 20 o 30 ul/ml de acido glutamico
(concentracion de 0.08 gramos por mililitro) y a la cuarta muestra no se le
adiciono acido glutamico (0) para considerarla como testigo; previo a la adicion
de los tratamientos se verificd que se mantuviera una temperatura de 37° C y pH

neutro.

3.3. Evaluacién de la motilidad espermatica

Una vez que se aplicaron los tratamientos a las muestras de semen, se realizo el
analisis de motilidad espermatica utilizando el software CASA (Analisis de Semen
Asistido por Computadora; AndroVision®, Minitube, México). Se coloco 5 ul de
muestra en un portaobjetos y se examinaron a x10 (contraste de fase negativo)
en un microscopio con una platina calentada (37-C). De cada muestra, el
software represento el porcentaje de espermatozoides moéviles y los parametros
cinematicos estandar de CASA: motilidad total (%), motilidad progresiva (%),
motilidad progresiva rapida (%), progresiva lenta (%), circular progresiva (%),
circular lenta (%), local (%) y de los espermatozoides inmoviles (%).

Posteriormente se procedid a refrigerar el semen utilizando la técnica de
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enfriamiento de acuerdo con lo descrito por Saha et al., 2022 y a cada hora hasta
las 4 h nuevamente se realiz6 el analisis de motilidad espermatica considerando

todos los parametros anteriormente descritos.

3.4. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados en analisis de varianza utilizando el procedimiento
del Modelo Lineal General (PROC GLM). Para determinar el efecto del
tratamiento, se evalué mediante la comparacion de medias mediante la prueba
de Duncan, utilizando el paquete estadistico SAS 9.0 (Inst. Cary, NC, Estados

Unidos de América).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Diferentes autores han publicado sobre el contenido de aminoacidos y uso de
antioxidantes, aditivos o reactivos en el semen, buscando una alternativa para la
prevencion de baja de motilidad en el semen refrigerado y congelado. Al respecto,
recientemente Glngor et al. (2024) han demostrado que la L-carnosina tiene un
efecto de proteccion en la membrana, lo que ayuda a prevenir el dano acrosomal.
Asi mismo, Dolnik et al. (2023) reportaron que el Selenio y la vitamina E al tener
una mayor disponibilidad en el animal, producen una mejor maduracion
espermatica, asi como una mejora en las propiedades morfologicas del semen.
También se ha reportado que la Glutamina que acompanada de un azucar produce

una ligera mejora en la viabilidad espermatica (Tuncer et al., 2011).

En el cuadro 3 se representa la media del porcentaje de los movimientos rectilineos
de los espermatozoides de ovinos Dorper, en semen fresco a los grupos que se
les adicioné glutamato (10, 20 y 30) mostraron un porcentaje similar de
movimientos rectilineos en comparacion con el grupo testigo (75.2+2.87 vs 73.2
3.1, p>0.05). De igual manera después de las cuatro horas de refrigeracion del
semen a los grupos que se les adicion6 acido glutamico mostraron un porcentaje
similar de movimientos rectilineos en comparacion con el grupo testigo (74.7 £3 vs
71.9+ 3.5, p>0.05).
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Cuadro 3. Media (teem) del porcentaje de movimientos rectilineos de
espermatozoides de ovinos Dorper, con diferentes concentraciones de acido
glutamico, evaluado en fresco y cada hora durante cuatro horas de refrigeracion.

0

Concentracion de glutamato (ul)

10

20

30

Fresco

Refrigerado

73.19+3.16
73.59+3.17
73.69+2.88
71.12+4.85
69.01+5.6

76.93+2.95
75.76%+0.53
73.83+3.41
75.23+2.65
73.87+3.48

75.73+2.32
72.50+3.48
74.54+3.41
75.71+2.65
76.39+3.88

73.22+3.35
73.88+2.86
74.63+3.13
76.20+3.69
73.71+£3.52

El acido glutamico naturalmente es considerado como el principal
neurotransmisor en el sistema nerviosos central, participando en aspectos
reproductivos, por la accidén que tiene en las neuronas de GnRH (Meza-Herrera.,
2012). Este aminoacido aumenta la actividad neuronal que facilita la ereccion del
pene, la pubertad y el comportamiento reproductivo en mamiferos (Calderon et
al., 2019). De igual manera la testosterona, es vital para el mantenimiento y
restauracion de

la espermatogénesis, ademas de que son necesarias

concentraciones relativamente altas de testosterona para la maduracion
espermatica, obteniendo asi una célula sana, capaz de tener una motilidad

necesaria para la fertilizacion (Gardner y Hafez, 2004).

En la presente investigacién el porcentaje de motilidad progresiva de los
espermatozoides de ovino Dorper (Cuadro 4), en semen fresco a los grupos que
se les adicion6 acido glutamico mostraron un porcentaje similar de motilidad
progresiva en comparacion con el grupo testigo (74.9+1.95 vs 72.8+3.24, p>0.05
)- De la misma manera, después de las cuatro horas de refrigeracion del semen
los grupos a los que se les adicion6 acido glutamico mostraron un porcentaje de
motilidad progresiva similar que el grupo testigo (73.8+3.19 vs 72.8+4.05,
p>0.05).
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Cuadro 4. Media (xeem) del porcentaje de motilidad progresiva de
espermatozoides de ovinos Dorper, con diferentes concentraciones de acido
glutamico, evaluado en fresco y cada hora durante cuatro horas de refrigeracion.

Concentracion de glutamato (ul)

0 10 20 30
Fresco 72.82+3.24 76.45£3.06 75.60+2.34 72.57+3.47
Refrigerado 1 70.22+4.47 75.25+2.51 71.89+3.56 73.04+2.88
2 73.17+2.95 73.10+3.46 74.03+3.02 74.26+3.15
3 70.34+4.89 70.70+4.24  75.31+2.37 75.78+3.81
4  73.55%4.14 73.21+4.01 75.80%+2.24 73.24+3.58

Basado en esta informacion formulamos la hipotesis del del presente estudio que
el acido glutamico podria mejorar o mantener la motilidad espermatica en semen
refrigerado. Al respecto, Aitken-Vernet (1998), reporté que el acido glutamico
actua como un antioxidante en el proceso de estrés celular, previniendo el dafio
celulary el estrés oxidativo, de esta manera ayuda a mantener la actividad de las
mitocondrias y a disminuir el dafio en el AND, lo que resulta en una mayor
fertilidad.

En el cuadro 5 se representa la media del porcentaje de motilidad progresiva
rapida de los espermatozoides de ovinos Dorper. En semen fresco a los grupos
que se les adicion6 acido glutamico mostraron un porcentaje similar de
movimientos rectilineos en comparacion con el grupo testigo (74.9+2.95 vs
72.813.24, p>0.05). De la misma manera, después de las cuatro horas de
refrigeracion del semen a los grupos que se les adiciond acido glutamico
mostraron un porcentaje similar de motilidad progresiva rapida en comparacién
con el grupo testigo (73.7+£3.19 vs 71.814.05, p>0.05).
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Cuadro 5. Media (reem) del porcentaje de motilidad progresiva rapida de
espermatozoides de ovinos Dorper, con diferentes concentraciones de acido
glutamico, evaluado en fresco y cada hora durante cuatro horas de refrigeracion.

Concentracion de glutamato (pl)

0 10 20 30
Fresco 72.82+3.24  76.45+3.06 75.60+2.34 72.57+3.47
Refrigerado 1 70.22+4.47  75.25+2.51 71.89+3.56 73.04+2.88
2 73.17+2.95 73.10+3.46 74.03+3.02 74.26+3.15
3 70.34+4.89 70.70+4.24 75.31+2.37 75.78+3.81
4 73.55+4.14  73.21+4.01 75.80+2.24 73.24+3.58

Susetyarini et al. (2015), demostraron que el acido glutamico tiene un rol
significativo en el metabolismo como fuente de energia para la motilidad
espermatica, sus bajos niveles son relacionados con una reduccion en la
motilidad espermatica. Sin embargo, en los resultados de la presente
investigacion sobre los movimientos rectilineos, motilidad progresiva y motilidad
progresiva rapida (Cuadros 3, 4 y 5) en donde los grupos a los que se les adicion6
acido glutamico, aunque numéricamente superan al grupo testigo no se lograron
observar diferencias significativas (p>0.05). Diversas funciones del Glutamato en
la reproduccion han sido sefaladas una de ellas es la influencia que ejerce en la
kisspeptina, dopamina, catecolaminas y la liberacién de 6xido nitrico (Calderdn

etal., 2017).

En el cuadro 6 se representa la media del porcentaje de motilidad progresiva lenta
de los espermatozoides de ovino Dorper, en semen fresco a los grupos que se les
adiciond acido glutdmico mostraron un porcentaje similar de motilidad progresiva
lenta en comparacion con el grupo testigo (18.8£2.43 vs 17.32+1.96, p>0.05). De
la misma manera, después de las cuatro horas de refrigeracion del semen a los
grupos que se les adicion6 acido glutamico mostraron un porcentaje similar de
motilidad progresiva lenta en comparacién con el grupo testigo (16.8+2.83 vs
15.1£2.67, p>0.05).
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Cuadro 6. Media (teem) del porcentaje de motilidad progresiva lenta de
espermatozoides de ovinos Dorper, con diferentes concentraciones de acido

glutamico, evaluado en fresco y cada hora durante cuatro horas de refrigeracion.

Concentracion de glutamato (ul)

0

10

20

30

Fresco

Refrigerado

17.32+1.96
17.55+3.28
15.31+2.57
13.94+2.60
13.70+2.40

17.57+2.21
18.61+3.48
17.20+2.66
15.78+2.66
14.04+1.99

18.35+2.39
17.56+3.07
17.14+2.59
17.03+3.03
17.40+£3.11

20.41+2.70
19.94+3.75
18.16+3.35
14.44+2.09
14.51+2.92

Diversas funciones del acido glutamico en la reproduccion han sido sefialadas
una de ellas es la influencia que ejerce en la kisspeptina, dopamina,
catecolaminas y la liberacion de 6xido nitrico (Calderon et al., 2017). Al respecto,
se ha reportado que el 6xido nitrico es el mismo que neutraliza el superdxido
producido normalmente por el espermatozoide durante el proceso respiracion
celular. Cuando por el estrés se produce una cantidad excesiva de superéxido
afecta la membrana de fosfolipidos de los espermatozoides causando asi dafios
irreparables en la célula hasta producir su muerte. Al tener un antioxidante como
el glutamato la célula no muere, debido a que el glutamato incrementa la actividad
metabdlica y aumenta la energia disponible del espermatozoide permitiendo asi
su movimiento y actividad normal (Susetyarini et al., 2015). Con anterior podemos
considerar que la concentracion utilizada de acido glutamico (0.08 gramos por
mililitro) no fue suficiente para hacer que se mostrara una diferencia significativa
(p>0.05) en la motilidad espermatica, es decir, no se logro reflejar la propiedad

antioxidante de acido glutamico que protegiera a la célula.

Numeéricamente es evidenciado en los resultados que se muestran en el cuadro
8 en donde el porcentaje de espermatozoides inmoviles es mayor en el grupo
testigo en comparacion en los grupos adicionados con glutamato, puesto que el

proceso de muerte celular es inevitable.
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En el cuadro 7 se muestra la media del porcentaje de motilidad local de los
espermatozoides de ovinos Dorper, en el semen fresco a los grupos que se les
adicion6 acido glutamico mostraron un porcentaje similar de motilidad local en
comparaciéon con el grupo testigo (0.51£0.11 vs 0.50+0.09, p>0.05). De la misma
manera, después de las cuatro horas de refrigeracion del semen a los grupos que
se les adiciono acido glutamico mostraron un porcentaje similar de motilidad local
en comparacion con el grupo testigo (0.55£0.18 vs 0.53+0.55, p>0.05).
Cuadro 7. Media (xeem) del porcentaje de motilidad local de espermatozoides

de ovinos Dorper, con diferentes concentraciones de acido glutamico, evaluado
en fresco y cada hora durante cuatro horas de refrigeracion.

Concentracion de glutamato (ul)

0 10 20 30
Fresco 0.50+0.09 0.50+0.12 0.40+0.08 0.64+0.14
Refrigerado 1 0.77+0.19 0.51+0.10 0.60+0.55 0.56+0.09
2 0.47+0.11 0.53+0.14 0.57+0.10 0.59+0.14
3 0.54+0.14 0.63+0.17 0.46+x0.09 0.42+0.15
4 0.35+0.07 0.66+0.15 0.61+0.49 0.47+0.10

La media del porcentaje de espermatozoides inmoviles de ovinos Dorper, se
pueden observar en el cuadro 8. En semen fresco a los grupos que se les adicion6
acido glutdmico mostraron un porcentaje similar de espermatozoides inmdéviles en
comparacién con el grupo testigo (24.7+ 2.84 vs 26.5+ 3.20, p>0.05). Asi mismo,
después de las cuatro horas de refrigeracién del semen a los grupos que se les
adiciond acido glutamico mostraron un porcentaje similar de espermatozoides

inmoviles en comparacion con el grupo control (25.2+2.99 vs 26.7 3.7, p>0.05).
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Cuadro 8. Media (xeem) del porcentaje de espermatozoides inméviles de ovinos

Dorper, con diferentes concentraciones de acido glutamico, evaluado en fresco y

cada hora durante cuatro horas de refrigeracion.

Concentracion de glutamato (pl)

0 10 20 30
Fresco 26.48+3.20 23.08+2.94 24.09+2.24 26.78+3.35
Refrigerado 1 26.19+3.16  24.25+2.44 27.76+2.44 26.39%2.80
2 25.76+2.84 25.23+3.60 25.47+3.60 24.98+3.12
3 28.36+4.95 25.08+2.6 24.24+2.29 23.80%3.69
4 26.37+4.03  26.08+4.03 22.94+2.18 26.29+3.52

5. CONCLUSION

El presente estudio evalué el efecto del acido glutamico en semen refrigerado de
ovinos Dorper. A pesar de que el acido glutdmico es el antioxidante mas
abundante dentro de los tubulos seminiferos y el neurotransmisor involucrado en
la parte de reproduccion de los machos, su efecto antioxidante no fue suficiente
para mejorar la motilidad espermatica en semen refrigerado a una concentracion

de 0.08 gramos por mililitro.
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