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RESUMEN

El objetivo evaluar el efecto de diferentes concentraciones de acido glutamico
sobre la morfologia espermatica del semen refrigerado de borrego Dorper. Este
experimento fue realizado en la posta caprina de Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro — Unidad Laguna (25.5° LN, 103.3° LO). Se utilizaron dos borregos,
cada borrego se extrajo dos veces por semana durante tres meses, la extraccion
se realiz6 mediante el uso de vagina artificial, al momento de terminar la
recoleccion del semen se llevé al laboratorio, donde se mantenia en bafio maria
a temperatura de 37° C para enseguida evaluar el volumen y aspectos de calidad
seminal (la viabilidad espermatica, la concentracion, la motilidad masal y el pH),
enseguida se hace la diluciéon mediante el uso de Opticell (diluyente comercial),
el cual, al momento de realizar la dilucién tiene que estar a la misma temperatura
gue el bafio maria donde se encuentra el semen, la dilucién que se usé fue una
relacion 1:1, se divide la muestra seminal en cuatro porciones iguales, para
enseguida agregar 10, 20, 30 pyl/ml de acido glutamico (concentracion de 0.08
gramos por mililitro) y la cuarta parte sera el testigo, a la cual, no se le adicionara
acido glutamico (0). Al semen que se afiadié acido glutamico en comparacion con
el semen sin acido glutamico no presentd diferencia significativa entre las
diferentes variables (P>0.05). La adicién de diferentes concentraciones de acido
glutamico (0 pl, 10 pl, 20 ul, 30 ul) no influye sobre la morfologia espermatica del

semen refrigerado de ovino.

Palabras clave: Acido glutamico, Ovino, Morfologia, Espermatozoide,

Antioxidante
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ABSTRAC

The objective of this study was to evaluate the effect of different concentrations
of glutamic acid on sperm morphology in refrigerated semen from Dorper sheep.
This experiment was conducted at the caprine station of Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro — Unidad Laguna (25.5° LN, 103.3° LO). Two rams were
used, and the semen was collected from each ram twice per week over a three
months period, semen collection was performed using an artificial vagina,
immediately after collection, the semen was transported to the laboratory, where
it was maintained in a water bath at 37°C in order to promptly evaluate volume
and seminal quality parameters (sperm viability, concentration, mass motility, and
pH). Subsequently, dilution was carried out using opticell (commercial diluent),
which, at the time of dilution was maintained at the same temperature as the water
bath containing the semen. The dilution ratio used was a 1:1, The semen sample
was then divided into four equal portions, to which 10, 20, and 30 ul/ml of glutamic
acid (concentration of 0.08 grams per milliliter) were added, while the fourth
portion served as the control and received no glutamic acid (0). Semen
supplement with glutamic acid showed no significant difference (P>0.05).
compared to semen without glutamic acid. The addition of different concentration
of glutamic acid (O ul, 10 ul, 20 ul, 30 ul) did not influence sperm morphology in

refrigerated ovine semen.

Keywords: Glutamic acid, Sheep, Morphology, Spermatozoa, Antioxidant
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l.  INTRODUCCION
En México la crianza de ganado ovino va en aumento gracias a las adaptaciones
gue se estan logrando realizar desde la mejora de los indices reproductivos e
intervalos entre partos (Gonzalez-Gardufio et al., 2010). En la actualidad, existen
sistemas de produccion ovina que, gracias a su adaptabilidad y subsistencias

logra una actividad rentable para los productores mexicanos (Arredondo, 2013).

Las razas de ovinos mas sobresalientes en la actualidad en México son
Romanov, Kathadin y Dorper, con el propdsito de alcanzar un mejor rendimiento
a la canal, conversion alimenticia e incremento de peso; al identificar las
diferentes razas de ovinos podemos conocer mas sobre los trabajos dirigidos

hacia el area de mejoramiento genético (Vilaboa et al., 2010).

En las ultimas décadas, se ha realizado el uso de la criopreservacion de células
sexuales masculinas, principalmente de los mamiferos, usado para el proceso de

inseminacion artificial (Sharafi et al., 2022).

Una de las biotecnologias reproductivas méas importantes es la criopreservacion,
el objetivo de esta técnica es conservar los espermatozoides por un tiempo
prolongado, esto facilita la promocion y distribucion del material genético de

animales altamente productivos (Ribeiro-Peres et al., 2014).

Esta comprobado que el semen de bovino es mas resistente a procesos de
criopreservacion en comparacion al del ovino; se dice que el semen de carnero
es altamente sensible cuando es expuesto a estrés térmico, osmotico, quimico y
mecanico, estos procesos llegan a influir en la morfologia, viabilidad y motilidad

del semen (Cardozo et al., 2009).

En el proceso de la criopreservacion existen muchos factores que llegan afectar
la viabilidad del semen, ya que, los espermatozoides estan expuestos a
diferentes crioprotectores que evitan los dafios que se pueden presentar en la
membrana celular, sin embargo, existen crioprotectores que pueden causar

dafios en la muestra seminal (Betancur et al., 2009).



En el mercado, existen diferentes tipos de diluyentes que ayudan a la
criopreservacion del semen, ya que, estos brindan un ambiente adecuado para
los espermatozoides porque aportan energia y mantiene un pH adecuado; los
diluyentes son conformados por diferentes sustancias como leche descremada,
yema de huevo, crema esterilizada, fructuosa, glucosa, glicina, fosfato, citrato,

hidroximetil-aminometano (Tris) (Sanchez et al., 2006).

El estrés oxidativo tiene efectos negativos sobre la calidad del semen y se pueden
observar cuando se evalla la concentracion, viabilidad y movilidad, esto causa
un gran problema directo en la reproduccion (Puerta et al., 2019). Para evitar
efectos de oxigeno-reactivas (ROS), es necesario el uso de antioxidantes como
pueden ser los que se conforman de manera sintética como es trolox, se han
usado analogos de la vitamina E vy, de igual forma, se utiliza el acido glutamico
como proveedor de energia a los espermatozoides por medio de ATP
(Susetyarini, 2015; Torres-Ruda et al., 2019).



ll.  HIPOTESIS

El uso de diferentes concentraciones de acido glutamico no modificara la

morfologia espermética del semen refrigerado de ovino.

. OBJETIVO

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de &cido glutdmico sobre la

morfologia espermatica del semen refrigerado de ovino.



IV. REVISION DE LITERATURA
1.1. Importancia de la ovinocultura

1.1.1. Nivel mundial
El humano logré domesticar a los ovinos hace aproximadamente 10,000 afios,
en Asia menor (Pliego, 2015). La crianza de ovinos esta distribuida por todo el
mundo, esto fue posible por su gran adaptabilidad a diferentes climas, relieves y
tipos de vegetacion. La ovinocultura se presta para producciones intensivas o de
traspatio para producir recurso para la subsistencia de familia productora (Viana,
2008).

Se calcula aproximadamente que el consumo per capita de carne de borrego en
paises desarrollados fue de 2.94 millones de toneladas en el afio 2023 y, el de
los paises subdesarrollados fue de aproximadamente 14.29 millones de
toneladas. Algunas de las personas que estudian este tema pronostican que el
consumo de carne ovina para el afio 2030 va a ser muy parecida a la del afio
2023 (Carvajal y Duarte, 2024).

1.1.2. Nivel nacional

La ovinocultura en México es descendiente de diferentes razas espafolas entre
ellas la Lacha, Churra y Manchega, las cuales llegaron a este pais en el segundo
vigje de Colon en el afio 1493 y, después se hicieron diferentes tipos de mezclas
genéticas con diferentes razas que siguieron llegando a México de diferentes
paises. De esta manera y con el paso de los afios, el nUmero de cabezas de
ovinos fue en aumento en los afios 1526 por parte de los mismos espafoles, ya
que, ellos rentaban las tierras para pastorear sus corderos principalmente en
lugares como la Ciudad de México, Coyoacan, Chapultepec y Cuajimalpa
(Romero, 2005).

En los afios 2000 a 2014, la produccion de ganado ovino en México aumenté de
6.04 a 8.5 millones, esto representa un crecimiento de 28.94% en el inventario
nacional. Siendo el Estado de México el mayor productor a nivel nacional con la

cantidad registrada de aproximadamente 1.4 millones, que es igual al 16.31 %



de la produccién nacional, posicionandose asi el Estado de México en el primer
lugar de produccion de ganado ovino en pie y carne en canal; por otro lado, se
posiciona el estado de Hidalgo como el mayor productor de lana (Hernandez-
Marin et al., 2017). Se presume que la produccion de carne de ovino en México
aumento 1.8 % en comparacion al afio 2022, superando el promedio de los
altimos 10 afios, la cantidad producida en el afio 2023 fue de 68,451 toneladas,
siendo los estados con mayor produccion: Estado de México con 9,447
toneladas, seguido por el estado de Hidalgo con una produccion de 6,853 y
Veracruz con 6,030 (SADER, 2024).

En el afio 2023 gracias a los datos recabados se presume una produccion de
ovinos de 8.8 millones a nivel nacional (SIAP, 2024). Si comparamos los
resultados obtenidos por el afio 2014 al 2023, la poblacién de ovinos ha

aumentado menos del 5% (3.4 %).

1.2. Reproduccién en ovinos

1.2.1. Estacionalidad
Los ovinos estan clasificados dentro de un grupo de estacionalidad reproductiva,
ya que, son poliéstricos estacionales de dias cortos. Esto quiere decir que su
actividad reproductiva esta limitada por un periodo de tiempo ligado al nimero de
horas luz (Mufioz, 2001).

La estacionalidad reproductiva es una adaptaciéon de los animales que
generalmente viven libres; este proceso se condiciona en los tiempos donde
favorezca su seleccion natural y disminuir el impacto negativo del ambiente,
donde se busca que sea buena temperatura, la humedad y una de las mas
importantes, disponibilidad de alimento de calidad, si estas caracteristicas del
ambiente se aseguran entonces la probabilidad de supervivencia de las crias
sera mayor. Estos tienen dos fases, una es anestro estacional (dias largos), se
caracteriza porque no hay presencia de ciclos estrales regulares, rechazo sexual

de la hembra hacia el macho y/o ausencia de ovulacion; la otra etapa es cuando



se activa su ciclo estral (dias cortos), hembra presenta celo y posteriormente se
lleva a cabo la ovulacion; en el macho, la espermatogénesis se reactiva y el

deseo sexual (Arroyo, 2011).

1.2.2. Estacionalidad referente a la latitud
Se ha demostrado que la latitud esta relacionada con la estacionalidad, se
consideran latitudes extremas = 35° de latitud norte o sur. A las razas ovinas de
origenes con estas latitudes se considera normal que pasen un anestro
estacional mayor a los cinco meses y, en algunos casos, llegan a presentar hasta
ocho meses de anestro, en cambio, razas originarias de latitudes menores a 35°
suelen presentar un anestro no mayor a tres meses. Las diferentes razas ovinas
se han dividido de acuerdo a su estacionalidad reproductiva, estan las razas
Rambouillet, Merino y Dorset, las cuales, se consideran de larga estacionalidad;
las que cuentan con una estacion reproductiva pequefia o restringida son las
razas Southdown, Cheviot, Shropshire; Suffolk, Hampshire, Columbia y
Corridale, estas razas se consideran de estacionalidad reproductiva intermedia

(Porras et al., 2003).

Referencia Lugar Latitud Raza Periodo de anestro (mes) Duracion del
EFMAMJJASOND anestro (dias)
Dyrmundsson Islandia 64°34’'N Ovejas nativas 219
(1978) (Hvanneyri) I |
Wheelery Escocia ~56°N Finnish-Landrace |:| 166
Land (1977) (Roslin) Tasmania — Merino |:| 181
Scotish — Blackface I ] 235
Land et al Francia 47°30°N Romanov | | 164
(1973) (Nouzilly) Solognote 1 210
Thimonier y Francia 48°30'N lle — de — France |:| 179
Mauleén (1969) (Jouy-en Josas) Prealpes /1 114
Rawlings E.U.A. ~33°N Western Whiteface ~91.5
Et al (1983) (South Caroline) I:|
Webstery Inglaterra ~53° N Dorset — Horn I:l 100
Haresing (Nottingham) Welsh — Mountain 183
(1983) I |
Amiry Israel ~32°N Finn — cross | 152
Garcitua (Bet-Dagan)
(1985)




Saiz et al Espafia ~40° N Manchega I:l 114

(1980) (Madrid) Manchega |—| 97

Gonzalez et al (1980) | Espafia 39°N Merino I:l ~91.5
(Badajoz)

Ammar Khodja Argelia-Alger 36°30°N Tamid I:I 52

Y Brudieux

(1982)

Figura 1. Estacionalidad de acuerdo a la latitud en ovinos (Porras et al., 2003).

1.2.3. Anatomia del aparato reproductor del macho
El sistema reproductivo del ovino es muy similar al de todos los mamiferos, dicho
proceso esta dirigido por el sistema nervioso central, el cual ejerce su control por
medio del hipotalamo. El hipotdlamo envia sefializaciones hacia la glandula
pineal y la glandula pituitaria, estas glandulas se encargan de producir hormonas.
La accion que hacen estos tres elementos que estan integrados en el sistema
reproductivo ejercen su funcion en las glandulas sexuales, que son los ovarios

en la hembra y en el macho los testiculos (Mufioz, 2001).

Cuando se quiere saber el potencial reproductivo de los machos, es de gran
importancia saber la anatomia y fisiologia del aparato reproductivo. El aparato
reproductor del macho estd compuesto por los testiculos, conductos deferentes,
epididimo, ampollas deferentes, uretra, glandulas accesorias (préstata, glandulas

seminales y glandulas bulbouretrales), pene y el prepucio (Rangel, 2023).

1.2.3.1.

Organos sexuales con su principal funcionamiento sobre la produccion de

Testiculos

espermatozoides, estos desarrollan la funcion exocrina y también tienen la
funcién endocrina, esto quiere decir que produce hormonas esteroidales (Galina
y Valencia, 2008; Rangel, 2018). Cada uno de los testiculos esta conformado por
los tubos seminiferos, células de Sertoli, células de Leydig o intersticiales y la

rete testis (Gonzélez et al., 2021).

Morfol6gicamente se aprecian dos diferentes estructuras que son, la tunica
vaginal, que se encuentra cubriendo la gbnada, también conocida como tunica

albuginea; la otra estructura es el parénquima testicular, donde estan los tubos




seminiferos. La tdnica vaginal es una membrana fibrosa que manda sefiales
hacia dentro del testiculo, esta desempefia el trabajo de sostener el parénquima
testicular donde estan los tubulos seminiferos, dentro se encuentran las
espermatogonias, estas tienden a ir cambiando hasta convertirse en

espermatozoides (Galina y Valencia, 2008).

El encargado de proteger al testiculo es el escroto y también ayuda a través de
la tunica dartos, al igual que el musculo cremaster; la encargada de regular la
temperatura para que se realice adecuadamente la espermatogénesis es la vena
espermatica (Galina y Valencia, 2008). La posicion de los testiculos dentro del
escroto se presenta con el eje longitudinal hacia el cuerpo, los rumiantes tienen

los testiculos de forma pendulosa de parte del eje longitudinal vertical.

A. testiculor y plexo HS nBN
pampiniforme [ d  Cuerpo del
Cabeza del epididimo .

Conductillos eferentes
del testiculo
Red testicular

Tinica albuginea ——
Mediastino del testiculo ——

Tibulos seminiferos —-
confor

Seplos del testiculo -
Conducto del epididimo -
Cola del epididimo ———

Figura 2. Corte transversal del testiculo y sus partes (Konig y Liebich, 2005)

1.2.3.2. Epididimo
Este esta adherido al borde de insercion del testiculo y pegado en la parte de su
superficie lateral. Esta dividido en tres partes, que son: cabeza, cuerpo y cola.

Iniciando con la cabeza que esta conectada con el testiculo a través de los



conductos eferentes, también tejido conjuntivo y la serosa. El cuerpo esta un poco
separado, pero, es recubierto por una serosa, la cual hace que no se separe, esta
forma una bolsa conocida como el seno del epididimo. La cabeza esta
conformada a base de un conjunto de tubulos (10-12) que se juntan en un l6bulo

y se unen para formar un Unico tubo (Gonzalez et al., 2021).

La producciéon de espermatozoides se tiene que complementar con el epididimo,
ya que, en este lugar se lleva a cabo la maduracioén celular (Rangel, 2023). Esta
se va adquiriendo progresivamente y de acuerdo como va recorriendo el
epididimo, iniciando por la cabeza y el cuerpo, mientras que la cola sirve de
almacén, donde se alojardn los espermatozoides que ya son funcionalmente
maduros, ya que, aqui existe un ambiente perfecto para mantener su viabilidad

durante algunos dias (Vargas-Velazquez y Jiménez-Severiano, 2016).

Ampolla del conducto deferente

‘,\5“;’:‘\'& Gl. bulbouretral

Py T* Gl. vesicular
[

Uréter
Prostato
Vejigo Hueso pubis

£ M. retractor del pene

. y
Cuerpo cavernoso del pene Flexura sigmoidea

Cuerpo esponjoso del pene

Glonde del pene Conducto deferente
— ‘_/_» Epididimo
"—"_‘-u'"
= Testiculo

Cola del epididimo

Figura 3. Aparato reproductor del macho ovino (Kénig y Liebich, 2005)

1.2.3.3. Conducto deferente
Los conductos deferentes se encargan de trasladar los espermatozoides que se
encuentran en la cola del epididimo hasta la porcién pelviana de la uretra, el
conducto tiene o presenta una ampolla al final de su recorrido, donde se

desempefia como almacenamiento espermatico (Vaca, 2021).

1.2.3.4. Glandulas accesorias
En estas glandulas es donde se crea el plasma seminal, estd compuesto por una
parte liquida del eyaculado que funciona como el transporte de los

espermatozoides, también tiene la funcién de limpiar la uretra y sirve como
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coagulante después de la eyaculacion (Rangel, 2018); el plasma seminal aporta
diferentes nutrientes como son carbohidratos, proteinas, lipidos y minerales, los
cuales tienen un efecto en la capacitacion de los espermatozoides (Rueda et al.,
2013).

Esta conformada por tres tipos distintos de glandulas:

Glandula vesicular. Esta conformada por un par de vesiculas; en rumiantes el
conducto excretor de esta glandula se pega antes de su desembocadura en el

conducto deferente y asi se forma el conducto eyaculador (Cerveny et al., 2011).

Préstata. Glandula presente en los machos, esta es conformada por un
segmento que se encuentra en la pared de la parte pélvica de la uretra (parte
diseminada), otro segmento se encuentra por fuera de la uretra (cuerpo de la
prostata). En el carnero solo se encuentra la primera parte conocida como parte

diseminada (Cerveny et al., 2011).

Glandula bulbouretral. Esta glandula estd conformada por dos partes
localizadas a los lados de la uretra pélvica junto al arco isquiatico (Gonzalez et
al., 2021) (Rangel, 2018).

Figura 4. Glandulas accesorias del aparato reproductor del carnero: 1-Uretra, 2-Vejiga urinaria, 3-Ducto
deferente, 4-Ampula, 5-Glandula seminal, 6-Prostata, 7-Glandula bulbouretral (Boeta et al., 2018).
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1.2.3.5. Pene

Organo de la copulacién y encargado de expulsar la orina del macho. Este se
divide en tres partes, la primera se denomina base, la segunda es el cuerpo y al
final se encuentra el glande. La parte base esté insertada en el arco isquiatico.
La parte mas grande del pene es el cuerpo, el cual esta conformado por la uretra
peneana, la cual, esta ubicada por la parte ventral, esta es rodeada por una capa
de tejido eréctil, conocida como cuerpo esponjoso y otras dos partes de este
tejido llamados cuerpos cavernosos, dorsales al cuerpo esponjoso (Rangel,
2023).

Los machos ovinos cuentan con un pene fibroelastico, el cual, tiene una flexura
sigmoidea o también conocida como “S” peneana que tiene la funcién de darle
extension al momento de la ereccion, controlada por el masculo retractor del pene
(Rangel, 2018).

Los carneros cuentan con una estructura que sobresale del glande conocido
como proceso uretral, esta estructura es una extensién de la uretra peneana. La
parte final del pene es el glande, esta parte es altamente sensible gracias a sus

terminaciones sensitivas (Rangel, 2018) (Gonzalez et al., 2021).

1.2.3.6. Prepucio
Se describe al prepucio como una invaginacién de piel que cubre y protege al

pene cuando no esta erecto (Vaca, 2021).

1.2.4. Espermatogénesis
En los testiculos se producen las células germinales a través de un proceso de
divisiones mitéticas, originando espermatogonias. El desarrollo y la trasformacion
de las células gaméticas del macho es conocida como espermatogénesis,
proceso controlado por el eje hipotalamo — hipdfisis — testiculo, proceso ciclico

gue se desarrolla en los tubos seminiferos (Gonzéalez et al., 2018).
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La primera fase del ciclo espermatogénico es la espermatocitogénesis, en esta
fase se realizan divisiones mitéticas sucesivas de espermatogonias que daran
origen a los espermatocitos primarios. Enseguida inicia la meiosis que
corresponde a la segunda fase, donde los espermatocitos primarios tienen su
division meidtica produciendo espermatocitos secundarios y después las

espermatides (Gonzalez et al., 2018; Zarco, 2023).

La tercera y Ultima fase es la espermiogénesis es un proceso muy complejo, ya
que, la esperméatida tiene que pasar cambios nucleares, citoplasmaticos y
morfologicos que, al finalizar da como resultado a los espermatozoides. Algunos
de los cambios que tiene que pasar es la condensaciéon del material nuclear, el
cual forma un nucleo plano y denso, también se elimina el citoplasma para formar
una célula pequefia, enseguida se forma el acrosoma o capuchon cefalico, la
formacion del cuello y la cola, conocida también como flagelo, el cual da motilidad

al espermatozoide (Zarco, 2023).

1.2.5. Parametros Espermaticos
1.2.5.1. Macroscopicos

Volumen

El eyaculado se pude calcular por medio del perimetro escrotal, ya que, a mayor
tamafio de los testiculos mayor es la produccion de espermatozoides, por esto,
se dice que el tamafio testicular esta positivamente relacionado con la fertilidad
(Sequeira, 2015). El promedio de eyaculado de los machos ovinos jovenes ronda
entre 0.5 ml y 0.7 ml, en ovinos adultos el volumen de eyaculado puede llegar
hasta 2 ml (Hernandez, 2018).

Color

En los ovinos el color del eyaculado suele ser de color lechoso o crema palido.
Cuando se presenta de color rosado demuestra la presencia de sangre y, si se
torna de un color gris o café estos colores representan que existe una

contaminacion o puede ser una infeccion del tracto reproductivo (Vaca, 2021).
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pH

Para identificar el pH del semen se tiene que agregar una gota del eyaculado
sobre una tira reactiva de pH, en pocos minutos la tira hara reaccion revelando
algunos colores, al esperar un momento se compara la tira con los distintos
colores que estan indicados en la caja de las tiras reactivas de pH, el pH ideal del
ovino es de 6.6 a 7 (Escudero, 2015; Castro et al., 2017; Vaca, 2021).

1.2.5.2. Microscopicos

Motilidad masal

Para calificar la motilidad masal se toma una muestra del semen sin diluir y se
observa en microscopio con lente de 4 X, donde se observan remolinos que
forman los espermatozoides de la muestra que se esté evaluando (Vaca, 2021).
Esta es medida subjetivamente con una escala de 0 a 5, 0 es cuando no se
forman remolinos y 5 cuando se forman oleadas y remolinos que son facilmente

visibles al microscopio (Gonzélez et al., 2018).

Motilidad individual
Se observan los movimientos de los espermatozoides de forma individual, la

evaluacion subjetiva es en un rango del 0 al 100 % (Vaca, 2021).

Concentracion
En ovinos la concentracidbn espermatica es de 3.5 x 10" a 6 x 1079
espermatozoides / ml. Para medir la concentracibn se puede utilizar

hemocitometria, densimetria o espectrofotometria (Hernandez, 2018).

Viabilidad
Esta evaluacion se realiza para conocer los porcentajes de espermatozoides
Vivos y muertos. La eosina — nigrosina es un colorante usado para conocer la

cantidad de espermatozoides vivos y muertos del eyaculado (Sepulveda, 2018).

Morfologia
Esta prueba se realiza para saber la calidad del semen, donde una cantidad muy

alta mayor del 20 % de espermatozoides anormales es indicada como baja
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calidad fértil. Los eyaculados de ovinos con 15 % o mas de espermatozoides

anormales no se usan en programas de IA (Hernandez, 2018).

La fertilidad e infertilidad de un macho esta estrechamente relacionada con las

anormalidades morfoldgicas espermaticas.

Las anormalidades que se presentan en los espermatozoides se dividen en dos:
anormalidades primarias (cabezas o0 colas dobles, microencéfalos,
macroencéfalo, cabezas angostas, cabezas sueltas anormales, gota
citoplasmatica proximal, flagelos enrollados) y anormalidades secundarias (gota

citoplasmatica medial y distal, flagelo doblado simple) (Vaca, 2021).

normal defectos en |a cabeza sin acrosoma
’ O ' i' "\ ’ (‘\Y”l A
o ‘ ’ }

defectos en el cuelio defectos en ia cola

606 6 6 6 O 6 0O

YTHEL 1T

Figura 5. Diferentes caracteristicas morfolégicas anormales en espermatozoides (Llangoma,
2024).

1.2.6. Principales causas de anormalidades en los espermatozoides.
Existen diferentes causas por las cuales en el eyaculado se presentan
espermatozoides anormales, en los cerdos las principales causas son la
estimulacion sexual antes de la coleccidn, la salud de los reproductores, el estado
nutricional, la frecuencia de la coleccién, las lineas genéticas y la edad. Estas
circunstancias afectan el semen de forma indirecta o directa, como son cambios
en el pH, volumen del eyaculado, anormalidades espermaticas, integridad del

acrosoma, motilidad y concentracion espermatica (Velasquez, 2014).

Algunos de los problemas mas comunes es la produccion de espermatozoides

inmaduros, incluso con la produccion espermatica normal (Vargas-Velazquez y
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Jiménez-Severiano, 2016). Esto es causado por la constante coleccion de los
cerdos, lo cual produce dafio en el patron de secrecion y reabsorcion de los

fluidos del epididimo (Velasquez, 2014).

En los hombres las principales causas de anormalidades espermaticas son
resultado de una defectuosa espermatogénesis, también por patologias
asociadas con el epididimo, la fragmentacion del ADN esta intimamente

relacionada a defectos morfolégicos (WHO, 2021).

Cuando se presentan aglutinaciones en el semen esto se puede atribuir a
diferentes circunstancias, algunas pueden ser, la presencia de gel procedente de
las glandulas bulbo uretrales, shock térmico por manipulaciéon inadecuada, alta
concentraciébn espermética o contaminacién del eyaculado por bacterias
(Izquierdo et al., 2016).

Las anormalidades presentes en la cabeza y en la pieza media (cuello), tienen
origen en los testiculos (durante la espermatogénesis), las gotas citoplasmaticas
son causadas por un mal proceso de maduracion, la cual tiene origen en el
epididimo, existen algunas anormalidades causadas por el mal manejo del
semen como puede ser la alta mortalidad del semen (Llangoma, 2024).

1.3. Conservacion del semen

1.3.1. Uso de diluyentes

Los diluyentes seminales son soluciones acuosas con el objetivo de conservar
una buena viabilidad y, a la vez, aumentar el volumen del eyaculado (Iglesias et
al., 2021). Los diferentes tipos de diluyentes sirven para mantener un lugar ideal
para los espermatozoides, mediante el cual se provee energia y protege de los
cambios de temperatura. Esto se realiza con el propdsito de que los
espermatozoides no sufran dafios cuando se hace el proceso de la congelacién
(Guerrero et al., 2009).
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1.3.2. Tipos de diluyentes
Existen diferentes tipos de diluyentes que se usan para la criopreservacion del
semen fresco, refrigerado y congelado, los cuales estdn compuesto a base de
leche descremada en polvo, yema de huevo, fructuosa o glucosa y tris o citrato
(Escudero, 2015; Pérez et al., 2021).

1.3.2.1. Diluyentes Comerciales
Triladyl u Optidyl: estos diluyentes suelen ser muy variables, ya que, la
presentacion comercial esta diseflada para agregar yema de huevo fresca y
agua, la principal base de este diluyente es de TRIS, se dice que es un muy buen

protector para el semen de los rumiantes (Amirat et al., 2005; Llangoma, 2024).

AndroMed: diluyente que se diferencia de los anteriores porque contiene
antibioticos (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina, licomicina), también
compuesto por: TRIS, &cido citrico, agua de alta pureza, tampones, glicerina,
azucares, fosfolipidos antioxidantes. La yema de huevo no es usada en este
diluyente (Galarza, 2013).

Optixcell: diluyente muy facil de preparar ya que solo se agrega agua, es usado
para diluir semen fresco y semen que sera congelado en pajillas, se caracteriza
por su conformacioén a base de liposomas sin proteina animal, mejora la motilidad
del semen que ha sido descongelado, se comercializa en un frasco con una
cantidad de 250 ml (Llangoma, 2024).

1.4. Uso de antioxidantes para la conservacion del semen
Para prevenir los efectos de las especies oxigeno-reactivas (ROS) es
indispensable usar antioxidantes, los cuales, ayudan en los procesos de
criopreservacion del semen, principalmente de los ovinos, ya que, cuentan con
una membrana lipidica altamente sensible en comparacion a otras especies. El
uso de los antioxidantes en el semen del ovino aumenta la motilidad, mejora la
integridad del acrosoma, se alarga el tiempo en el almacenamiento, reduce la

degradacion celular e incrementa la viabilidad (Torres-Ruda et al., 2019).
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Los antioxidantes tienen una funcion muy importante que es la proteccion de
células espermaticas y, también se encargan de dar electrones a moléculas que
han perdido electrones, de esta manera provocan que no se presenten
alteraciones en las moléculas de los lipidos, ADN espermatico y proteinas
(Rodriguez-Gutiérrez et al., 2021).

1.4.1. Tipos de antioxidantes

1.4.1.1. Trolox
Es un antioxidante analogo de la vitamina E, este antioxidante es soluble en agua
y es usado en diferentes sistemas celulares para impedir los efectos del ROS. Se
ha comprobado que el uso del trolox ha mejorado la viabilidad de los
espermatozoides del semen descongelado de ovino (Rodriguez-Gutiérrez et al.,
2021).

1.4.1.2. Cisteamina
Antioxidante formado por tiol que se usa como excelente eliminador de radicales
libres y contribuye a elevar la motilidad, funcionalidad de la membrana y
viabilidad, también ayuda a bajar la peroxidacion lipidica en el eyaculado del
ovino (Torres-Ruda et al., 2019).

1.4.1.3. Crocina
Pigmento amarillo extraido del azafran que funciona como antioxidante (glucosil
éster de crocetina), este antioxidante es un carotenoide que es muy poco soluble
en agua. Esta demostrado que si se agrega en el medio de incubacion del semen
mejora la calidad de los espermatozoides de ciervo ibérico que han sido
descongelados (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2021).

1.4.1.4. Acido glutamico
Un antioxidante esencial para mantener un semen de calidad es el &cido
glutamico, el cual se encarga de la proteccion de su membrana plasmatica ante
el deterioro que causa la peroxidacion lipidica. Los espermatozoides necesitan
energia para tener buena movilidad, la cual se adquiere a través del ATP, este

es producido por el glutamato (Susetyarini, 2015).
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Cuando las cantidades de acido glutamico en el semen son bajas, este tiende a
afectar negativamente la fertilidad del macho. A lo largo del tiempo se han
utilizado diferentes tipos de antioxidantes para criopreservar una gran cantidad
de especies, uno de ellos es la glutamina, esta se encarga de inhibir la
peroxidacion lipidica y también regular el mecanismo osmético (Ugur et al.,
2020).

V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacion del area de estudio
Este trabajo fue realizado en la posta caprina, ubicada dentro de las instalaciones
de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro — Unidad Laguna (25.5° LN,
103.3° LO).

5.2. Animales y obtencion de eyaculados
Para realizar este experimento se utilizaron dos borregos adultos Dorper, los
cuales cuentan con una condicion corporal de 3.5 (calificados con una escala del
1 al 5) y una edad de 10 meses; de cada uno de los borregos se extrajo semen
dos veces por semana durante tres meses, la extraccion se realizé mediante el

uso de vagina artificial y con la ayuda de una borrega en celo.

5.3. Evaluacion del semen fresco
Al momento de terminar la recoleccion del semen de cada borrego se llevo al
laboratorio, donde se mantenia en bafio maria a una temperatura de 37° C, para
luego proceder a evaluar el volumen y aspectos de calidad seminal (viabilidad

espermatica, concentracion, motilidad masal y pH).

5.4. Dilucion del semen
Cuando ya comprobamos que el eyaculado esté dentro de los parametros
espermaticos normales, se procedid a hacer la dilucion mediante el uso del
Opticell el cual es un diluyente comercial, este al momento que se realiza la
dilucion tiene que estar a la misma temperatura que el bafio maria en el que se

encuentra el semen, la diluciéon que se usé fue una relacién 1:1, enseguida se
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divide la muestra seminal en cuatro porciones iguales, posteriormente se le
agrego 10, 20, 30 ul/ml de acido glutamico (concentracién de 0.08 gramos por
mililitro) y, la parte que sobré lo dejamos como testigo a este no se le agrega

acido glutamico (0).

5.5. Evaluacién después de la dilucién
Después de realizar la dilucion es necesario evaluar la muestra seminal para
comprobar que los parametros adn se encuentren en un rango normal, por lo

tanto, se verifica nuevamente la calidad seminal.

5.6. Refrigeracién del semen
Se someten las muestras en refrigeracién con una temperatura de 5 C° durante

4 horas.

5.7. Evaluacién del semen diluido refrigerado
Después de la refrigeracion se evalla las muestras seminales con las diferentes

concentraciones de acido glutamico (O pl, 10 ul, 20 ul, 30 ul) para comprobar que
los parametros aun se encuentren en un rango normal, por lo tanto, se verifica
nuevamente la calidad seminal, para enseguida proseguir con las tinciones en

las laminillas.

5.8. Cdémo obtuvimos la morfologia (procedimiento,
laminillas y célculos)
Para poder observar y contar los espermatozoides es necesario hacer una tincién
de eosina — nigrosina, dicha tincion proporciona un fondo obscuro, lo cual nos
facilita la identificacion de células sexuales masculina normales o anormales.
Esta tincion se realiza sobre un portaobjetos, en un extremo del portaobjetos
colocamos una gota de la muestra seminal diluida, la cual es colocada con una
micropipeta, de la misma forma agregamos sobre la muestra de semen una gota
de la tincion eosina — nigrosina, se recolecta toda la muestra en la micropipeta,
enseguida se expulsa con un movimiento lento, el propdsito es homogenizar y

evitar que se produzcan burbujas.
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Cuando ya tenemos una gota de muestra homogénea en una de las
extremidades del portaobjetos, otro portaobjetos limpio se coloca sobre la
muestras de forma vertical para tomar un poco, enseguida se coloca
aproximadamente medio centimetro adelante de la primera muestra para iniciar
nuestro barrido, se coloca el portaobjetos en un angulo de 45° y de un solo
movimiento rapido y preciso se extiende la muestra a lo largo del portaobjetos;

enseguida el portaobjetos con la muestra se deja secar al aire.

Figura 6. Tincién en laminilla de eosina — nigrosina de la muestra seminal

Para hacer el conteo de células llevamos el portaobjetos con nuestra muestra al
microscopio binocular Lx400, para luego colocar en el lente de 40 X, se enfoca
hasta observar los espermatozoides para iniciar la cuenta, se buscé un
aproximado de 200 células sexuales masculinas en cada portaobjetos tefido.
Para que un campo sea ideal una de las principales caracteristicas es que las

células se puedan apreciar claramente.

El total aproximado de 200 células conforman el 100% de la cuenta, donde se
incluyen la clasificacion de células normales que cuentan con dos partes que son
cabeza-cuello y cola, estos tienen que estar libres de residuos citoplasmatico.
Todas las formas diferentes a las antes mencionadas se consideran anormales,
existen los defectos de la cabeza, donde se incluyen los siguientes: conica,
piriforme, redonda sin acrosoma, amorfa, vacuolado; en los defectos en la pieza

media se consideran los que presentan cuello doblado, insercion gruesa o muy
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delgada y defectos en la cola que son cuando se presenta flagelo corto, doblado

o enroscado, acuerdo a lo descrito por WHO (2021).

[a) [b) (c) (d) [e) (]
Tapered Pyriform Round Amaorphous Vacuolated Small
; 1 ; I acrosomal
Mo Small f 1 area
aCrosome ?
v v v v v | L v L
B. Neck and midpiece defects C. Tail defects D. Excess residual
cytoplasm
(g [h) W () (k] 1 [m) (n)
Bent neck  Asymmetrical Thick Thin Short Bent Coiled > ane third
insertion head
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Figura 7. Principales anormalidades en los espermatozoides (WHO, 2021).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se muestra la comparativa del semen refrigerado adicionado con
diferentes concentraciones de acido glutamico. Las células normales se
observan con mayor porcentaje en el semen al cual se le agreg6 30 pl de &cido
glutamico (79.76+1.9) y, el semen con adicién de 10 pl, 20 pl, y sin adicién
presenta un menor porcentaje de células normales (79.22+2.08), sin embargo,
no se presenta diferencia significativa (P>0.05). Lo anterior se puede atribuir al
efecto antioxidante del &cido glutamico, Aitken y Baker (2004), mencionan que
para prevenir el dafio celular y el estrés oxidativo se puede utilizar el acido
glutamico ya que este puede mantener la actividad de las mitocondrias y ayuda
a disminuir el dafio en el ADN, por lo cual da como resultados aumento en la
fertilidad.

Cuadro 1. Porcentaje de morfologia espermatica (media+tee) de acuerdo a las concentraciones
utilizadas de &cido glutamico en semen refrigerado de ovino

ANORMALIDADES

Concentra  \ORMAL  ANOMAL CASEZA
cion LATIGO
PILFORME  (Asimétrico) ENROLLADO  SUELTA
0 79.7621.9% 20.24+1.9°2 0.4120.2%°  82.1143.62  12.85#3.0° 4.52+1.3°2
10 78.23+2.0% 21.73+2.0° 0+0°© 78.73+4.5%°  1565+4.1°2 5.62+1.6°

20 79.62+2.22 20.38+2.27° 0.10¢0.0%®  82.53+3.62 13.50+8.8° 5.24+1.4°

30 81.82+1.8% 18.18+1.81° 0.6410.3°2 67.90+4.7¢  23.14+4.0° 8.32+3.5°
ValordeP  0.652 0.652 0.059 0.0529 0.1724 0.660

abc=| jterales diferentes indican diferencias estadisticas (P<0.05)

Se ha reportado que cuando existe una espermatogénesis defectuosa suelen
presentarse anormalidades espermaticas (WHO, 2021). En referencia a las
anormalidades, la presencia de espermatozoides piliformes es menor al 1% en
cada una de las concentraciones evaluadas 0, 10, 20 y 30 (0.04). El semen al
cual se le agreg6 10 pl de &cido glutamico (0.1), presenté en menor medida esta
caracteristica, en comparacion con las concentraciones de 0, 20 y 30 pl de acido
glutamico (0.1; P<0.05).
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Los espermatozoides con el latigo asimétrico, se presentan con menor porcentaje
en el semen al cual se le agreg6 30 ul de acido glutamico, en compacion con las
concentraciones de 0, 10 y 20 pl, las cuales cuenta con mayor porcentaje
(67.90+4.7 vs 81.13£3.96; P<0.05). La presencia de espermatozoides enrollados
en el semen refrigerado no difiere entre las muestras a las cuales se les agregé
acido glutamico y a las que no (12.85+3.0 vs 17.43+3.7; P>0.05). Llangoma (2024)
menciona que cuando se presentan anormalidades en la cabeza y en el cuello
(pieza media), esto se origina en los testiculos (durante la espermatogénesis),
cuando hay un mal proceso de maduracion se presentan las gotas
citoplasmaticas, esto tiene origen en el epididimo, por lo que se considera que
las anormalidades evaluadas son parte del proceso natural de la

espermatogénesis.

En el semen al cual no se le agreg6 acido glutamico se observé menor porcentaje
(4.52%1.3) de cabezas sueltas de los espermatozoides, en comparacion con el
semen adicionado con 10, 20 y 30 ul en los cuales se observé mayor porcentaje
(6.39+2.21), sin embargo, no hay diferencia significativa (P>0.05).

Y que dichas anormalidades son parte de los problemas mas comunes en la
produccion de espermatozoides inmaduros, incluso cuando la produccion
espermatica es normal (Vargas-Velazquez y Jiménez-Severiano, 2016). Sin
embargo, la presencia de espermatozoides decapitados, puede originarse debido
a la manipulacion incorrecta en el momento de correr la muestra de tincion con

eosina—nigrosina.

En la Gréfica 1 se muestra el nimero de células normales y anormales evaluadas
de las muestras de semen refrigerado con las diferentes concentraciones de
acido glutamico. La proporcion de espermatozoides normales:anormales en las
muestras con diferentes concentaciones de acido glutamico y a las que no se les
adiciond es similar (79.9:20 vs 79.7:20.24; P>0.05).

La fragmentacion del ADN esta intimamente relacionada a defectos morfolégicos

(WHO, 2021). El semen de borrego es altamente sensible cuando es expuesto a
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estrés térmico, quimico y mecanico, estos procesos llegan a influir en la

morfologia, viabilidad y motilidad del semen (Cardozo et al., 2009).

58§

SE8EEE

Cantidad de celulas (n)

g

[=]

0 10 20 30

Concentracion de acido glutamico
NORMAL = ANOMAL

Grafica 1. Morfologia espermatica de semen refrigerado adicionado con diferentes
concentraciones (0,10, 20 y 30 pl ) de acido glutamico.

Ibarra (2024) presume en su experimento en el cual utilizo el acido glutamico en
el semen de borrego Dorper, que este antioxidante puede mantener o incluso

mejorar la motilidad espermética del semen refrigerado.
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VIl.  CONCLUSION

La adicion de diferentes concentraciones de acido glutamico (0 pl, 10 ul, 20 pl,

30 ul) no influye sobre la morfologia espermatica del semen refrigerado de ovino.
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