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RESUMEN

La criopreservacion de semen y los bancos de germoplasma de animales domésticos es una
biotecnologia de la reproduccion que se utiliza para aumentar la difusion y evaluacion de
los progresos genéticos, mantener la conservacion de especies, la biodiversidad y mejorar la
gestion de la inseminacion artificial. México cuenta aun con poblaciones locales de
animales domésticos como lo es el guajolote nativo, sin embargo, en la actualidad no se
cuenta con un protocolo de congelacion en pavos que obtenga tasas de fertilidad exitosas.
Por lo tanto, el objetivo planteado fue probar la eficacia del Triladyl® para la conservacion
de semen de guajolote nativo, para determinar la duracién del periodo fértil y la tasa de
fertilidad por medio de la IA, ademas de estudiar la integridad de la membrana plasmatica
del espermatozoide durante el proceso de congelacion. Se realizaron tres experimentos para
cumplir los objetivos planteados. Experimentol. Se formaron aleatoriamente dos grupos de
5 hembras adultas cada uno (grupo testigo y grupo tratado). Las pavas del grupo tratado, se
inseminaron con semen criopreservado en Triladyl® y el grupo testigo con semen diluido
en BTSE II®. En ambos casos, la inseminacion se realizo por Unica vez los dias 1 y 2, al
inicio del experimento, una vez ya iniciada la postura. Las dosis utilizadas contenian una
concentracién espermatica de 300X10° y 150X10° respectivamente. Los huevos se
recolectaron 24 horas después de la segunda inseminacion diariamente, se almacenaron por
7 dias a temperatura ambiente y posteriormente fueron introducidos a una incubadora
automatica a 37.8 °C, las cargas a la incubadora se realizaron cada semana y asi
sucesivamente durante 4 semanas para su desarrollo embrionario. Este experimento tuvo
como propoésito estimar la duracion de la fertilidad. Experimento 2. A diferencia del
Experimento 1, el grupo tratado y testigo se formo por 10 pavas jévenes cada uno y se
inseminaron cada 7 dias, durante 7 semanas, una vez comenzada la produccion de huevo,
con el fin de determinar la tasa de fertilidad. Experimento3. Se utilizaron 6 machos (12
meses de edad), estos se colectaron simultdneamente para la formacion de un “pool” de
semen el cual se diluy6 en Triladyl® (1:4) y se someti6 al proceso de congelacion. Durante
este proceso, se evalud el estado funcional de la membrana plasmatica del espermatozoide
mediante clortetraciclina (CTC) fluorescente, en las 3 etapas principales del proceso de
congelacion; fresco, diluido y descongelado. Se realizd un andlisis de varianza para un
disefio completamente al azar; para el caso de los datos obtenidos de la inseminacidon
artificial (Experimentos 1 y 2) se realizaron tabulaciones cruzadas y pruebas de Chi-
Cuadrada. Para el caso de los datos de la evaluacion de la integridad de la membrana
plasmatica (Experimento 3), se analizaron a través de un andlisis de varianza de una via y
los promedios se compararon empleando la prueba estadistica prueba de Tukey.
Empleandose para tal efecto el programa SPSS® version 16. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes: Experimentol. Por medio del embriodiagnostico, se determino un
periodo fértil de dos semanas para el semen congelado y de tres semanas para el semen
fresco, y una disminucion de la fertilidad conforme pasa el tiempo post-inseminaciéon en
ambos tratamientos. Experimento 2. La tasa de fertilidad del semen fresco (77.27%) fue
significativamente superior (p<0.10) a la obtenida por el semen criopreservado (35.70
%).Experimento 3. El semen fresco obtuvo mayor numero de espermatozoides con



capacidad fecundante de 87.82; mientras que el semen refrigerado 78.15 y el semen
descongelado 36.46. En general, estos resultados, permite concluir que es posible la IA en
pavas nativas con semen criopreservado en Triladyl® como una herramienta para la
produccion, reproduccion y conservacion del guajolote nativo; ya que para la
criopreservacion de semen aviar con fines de conservar la diversidad genética, no se
requieren altos porcentajes de fertilidad mientras que la tasa de eclosion sea alta.

Palabras clave: Triladyl®, guajolote nativo, criopreservacion, diversidad genética y
bancos de germoplasma o recursos zoogenéticos.
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INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA PLASMATICA Y CAPACIDAD
FERTILIZANTE DEL ESPERMATOZOIDE DE GUAJOLOTE
NATIVO (Meleagris gallopavo gallopavo) CRIOPRESERVADO EN
TRILADYL

1. INTRODUCCION

La pérdida de biodiversidad, conocida como erosion genética, pone en peligro la
calidad de vida del ser humano y la subsistencia de las generaciones futuras. La extincion
de especies llegd a niveles criticos durante el siglo XX, por eso la FAO ha planteado la
necesidad de conservar los recursos bioldgicos y poder enfrentar cambios en el futuro, ya
que la diversidad bioldgica es la clave para el mantenimiento de la vida tal y como ahora la
conocemos, siendo un aspecto fundamental la conservacién de poblaciones de animales
autoctonos (Tamargo et al., 2009). México cuenta aun con poblaciones locales de animales

domésticos como lo es el guajolote nativo que es importante conservar.

La Criopreservacion de semen de animales domésticos se utiliza para aumentar la
difusion y evaluacion de los progresos genéticos, mantener la conservacion de los recursos,
la biodiversidad y mejorar la gestion de la inseminacion artificial (IA) (Blesbois, 2006).

Esta estrategia se concretiza a través del establecimiento de los bancos de germoplasma.

En varios estudios se inseminaron pavas de lineas comerciales con semen congelado
utilizando diferentes diluyentes, crioprotectores y protocolos de congelacion, obteniendo
tasas de fertilidad variables, de 15% y 24% por Macpherson et al. (1969); 30.4% por
Blesbois y Grasseau (2006); y hasta de 61% publicados por Sexton (1981). Esta tltima
cifra, es la tasa de fertilidad mas alta alcanzada y es menor a la obtenida en inseminaciones

con semen fresco (90%).

En la actualidad, no existen protocolos de congelacion de semen de pavo
reproducibles y por eso se sigue utilizando el semen fresco diluido en la reproduccion

artificial de pavos a nivel comercial.
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Por lo anterior, es importante desarrollar un protocolo satisfactorio para conservar a
largo plazo el semen de las poblaciones de animales autdctonos, como el guajolote nativo.
Ochoa (2010) recientemente obtuvo resultados satisfactorios in vitro con semen de
guajolote nativo criopreservado en 'Triladyl®, de 40+13% de movilidad progresiva y
50£14.1%, de viabilidad espermatica y sugiere la confirmacion de estos resultados,

mediante la IA en pavas nativas.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la capacidad fertilizante y el periodo
fértil del espermatozoide de guajolote nativo criopreservado en Triladyl® mediante
inseminacion artificial y estudiar la integridad de la membrana plasmatica del

espermatozoide durante el proceso de congelacion-descongelacion.

1Triladyl®, Marca Registrada por Minitube. Alemania.
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2. ANTECEDENTES

2.1. PERDIDA DE LA DIVERSIDAD GENETICA DE LOS ANIMALES
DOMESTICOS

A escala mundial, la diversidad genética de animales domésticos estd declinando
rapidamente por la practica de cruzar, absorber o sustituir razas autéctonas con un grupo
reducido de razas exoticas. Al menos 300 de las 6,000 razas identificadas por la
Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, 2003), se extinguieron en los
ultimos 15 afios y una proporcion importante de las 1,300 razas que aun existen, declinaron
su tamafio de poblacion y en la actualidad estan en peligro de extincion; perdiéndose un

promedio de dos razas por semana.

A este proceso de extincion de razas se le conoce también como erosion genética, el
cual debe controlarse, ya que las razas locales o autdctonas permanecen como una opcion

para producir en condiciones ambientales dificiles (Alderson, 1990).

La conservacion de razas locales también es importante porque ante la posibilidad
de futuros cambios climaticos del planeta o la aparicion de nuevas enfermedades, més de
una de esas razas nativas o locales podrian sobrevivir y producirse de mejor manera en

comparacion con las razas especializadas o lineas comerciales (Alderson, 1990).

Ademas, los recursos genéticos se cuentan entre los bienes mas valiosos e
importantes que posee una nacion; por ello, varios paises realizan esfuerzos importantes
para su conservacion, evaluacion y aprovechamiento (Izquierdo et al., 2005).
Desafortunadamente, paises como México, poseen mas reservorios de razas autdctonas o
de poblaciones locales, pero tienen las mayores tasas de extincidon por carecer de politicas

de conservacion y de gestion especificas (FAO-UNEP, 2000).

En Meéxico el guajolote nativo es una especie que ha sido poco estudiada, porque
productivamente es poco competitivo frente al pavo comercial de doble pechuga (Cuadro

3). Sin embargo, los grupos indigenas y campesinos lo han conservado hasta nuestros dias
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bajo condiciones de traspatio (Camacho et al., 2008); gracias a ellos existen atin grandes

poblaciones autoctonas en todo el pais.

2.2. EL GUAJOLOTE NATIVO (Meleagris gallopavo gallopavo), UN
RECURSO GENETICO DE MEXICO

2.2.1. Origen, domesticacion y distribucion del pavo

Se cree que los antepasados de los guajolotes (Rhegninormis calbates) emigraron
de Asia a América por el estrecho de Bering en el Mioceno Temprano y para el Pleistoceno
ya habia evolucionado el antecesor del guajolote actual que ahora conocemos (Camacho et
al., 2011). Aparentemente el guajolote actual (Meleagris gallopavo gallopavo) fue

domesticado hace 400 A.C. en la parte sur del altiplano mexicano.

Diversos autores situan la domesticacion de la especie en diferentes lugares del
territorio mexicano (Valadez et al., 2001; FAO, 2005; Corona- Martinez, 2006) una de ellas
hace referencia al actual estado de Michoacan, la cultura purépecha posiblemente fue la
responsable de la domesticacion; dicha hipdtesis se basa en el extenso uso de la especie
para el aprovechamiento de sus huesos y plumas en la elaboracion de adornos para la

participacion en ceremonias (Leopold, 1990).

En el México prehispanico, el guajolote fue utilizado para la produccion de plumas,
con propositos ceremoniales y para la producciéon de carne para consumo humano
(Valadez, 1996; Valadez et al., 2001). Después de la Conquista de México, los espafioles
lo difundieron por Europa y regres6 a Norteamérica junto con los colonizadores ingleses,
en el siglo XVII. En este ultimo pais, el guajolote nativo se cruzo con la variedad silvestre
(Meleagris gallopavo silvestris) para formar una nueva raza de mayor rendimiento; misma
que en 1927 fue sometida a una intensa seleccion para formar una variedad a la que se
denomina “doble pechuga” y se convierte en la base de la produccion intensiva del pavo en
todo el mundo (Crawford, 1992). Este proceso de domesticacion y difusion del guajolote se

presenta en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Proceso de evolucion, domesticacion y difusion del guajolote

Aiios A.C. Proceso Fase del proceso

Antecesor del guajolote (Rhegninormis
calbates) emigra de Asia a América por el estrecho
10,000 A.C. de Bering Evolucion y
Migracion

Evolucion al guajolote actual

Caceria de guajolotes por grupos humanos Caceria para la
alimentacion
7,000 A.C. 1
Captura de pavipollos por humanos
1 Cautiverio y pre-
domesticacion
Control de crias hasta edad adulta
Ejemplares que hacen su vida completa dentro de los
campamentos humanos
400 A.C. 1 Domesticacion
Guajolote doméstico
Siglo XIV Es llevado y difundido en Europa por los espafioles
colonizadores de América
1 Difusion
Regreso a Norteamérica junto con los colonizadores
Siglo XVII ingleses y lo cruzaron con la subespecie nativa del
Este Norteamericano M. g. silvestris
1927 Formacion de nueva raza, misma que fue sometida a Creacion de
una intensa seleccion llamada “doble pechuga” lineas comerciales

Fuente: Elaboracion propia con datos de Crawford (1992) y Valadez (2003)
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De esta manera México ha sido el centro de origen de la domesticacion y
distribucion del guajolote nativo y desde entonces ha representado un aporte, tanto
alimenticio, como econémico para las familias de los mexicanos, persistiendo en sistemas

de produccion de traspatio (Aquino et al., 2003).

2.2.2. Clasificacion taxondmica

En un intento por ubicar taxondmicamente la posicion del guajolote nativo
doméstico, se ha construido el Cuadro 2. De manera general se distinguen dos géneros
(Agriocharis y Meleagris), cada uno con su respectiva especie. A. Ocellata es una especie
silvestre localizada actualmente en la peninsula de Yucatan, conocida como pavo de monte
o guajolote ocelado y utilizado como especie de ornato. M. gallopavo tiene seis subespecies
de las cuales, M. g. mexicana y M. g. intermedia se distribuyen actualmente en México en
estado silvestre; mientras que M. g. gallopavo es la actual especie doméstica y distribuida
en toda la Republica Mexicana. Ademas, se han reconocido hasta 11 fenotipos, de acuerdo

a diferentes caracteristicas morfologicas, como la coloracion de las patas y plumaje.

Cuadro 2. Clasificacion taxonomica y fenotipica del pavo

Familia Género Especie Subespecie Fenotipo
~Agriocharis A. ocellata / Bronceado
Negro
Royal Palm
Castafio
Meleag ridae'< Actual Rojo Borbon
M. g. gallopavo guajolote < Narragancet
doméstico Manchado
\Meleagris {M. gallopavo M. g. mexicana Café
M. g. intermedia Pizarra
M. g. merriani Blanco
M. g. silvestris \_Albinismo

\_ M. g. osceola

Fuente: Elaboracion propia con datos de Stangel et al. (1992) y Camacho et al. (2008a).
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2.2.3. Caracteristicas productivas

Los guajolotes silvestres, domésticos y las lineas comerciales, tienen fenotipos
similares, pero bioldgica y etoldégicamente son distintos. Sus diferencias se originan en
funcién al ambiente en que cada uno se ha desarrollado (Camacho, 2009). Estas diferencias

biologicas, etologicas y reproductivas se muestran en el Cuadro 3.

En el cuadro se presenta una sintesis de las caracteristicas productivas, etoldgicas y
reproductivas entre el guajolote silvestre, el nativo doméstico y el pavo comercial. Se puede
observar que los guajolotes silvestres tienen un mayor peso corporal, mayor nimero de
huevos por nidada y mas pavipollos al nacimiento que los guajolotes nativos domésticos,
sin embargo, estos Ultimos tienen mayor numero de nidadas por afio, menor mortalidad de
pavipollos, independencia de los pavipollo de la madre a edad mas corta, la parvada no
presenta  dimorfismo sexual, las hembras son mas precoces. Los pavos domésticos
conservan algunas caracteristicas propias del guajolote silvestre como son: la capacidad de
vuelo, resistencia a cambios bruscos de dietas y el instinto de alimentacion omnivora

cuando tienen oportunidad del pastoreo.

Mientras tanto, el pavo de linea comercial ha desarrollado otras caracteristicas que
han sido aprovechadas para la seleccion de lineas genéticas comerciales, como lo son:
mayor peso corporal, mejor conversion alimenticia, mayor produccion de huevos, menor
mortalidad de pavipollos y mas precocidad que los guajolotes nativos domésticos y
silvestres. Sin embargo, ha perdido instintos importantes como el temperamento de alerta y
huida a los depredadores, ha perdido totalmente la capacidad de vuelo y la diferencias de

peso entre macho y hembra, ha hecho el uso obligatorio de la inseminacion artificial.

Es importante mencionar que las lineas de pavo comercial han perdido la capacidad
de adaptacion a practicamente todas las condiciones ecologicas (climas extremos,
condiciones sanitarias inadecuadas y alimentacion con bajo valor nutrimental) a diferencia
de los guajolotes nativos domésticos que han desarrollado su capacidad de adaptacion a

practicamente todos los climas del territorio mexicano. (Mallia 1998; Losada et al., 2006).
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Cuadro 3. Caracteristicas bioldgicas, etologicas y reproductivas del guajolote
silvestre, doméstico y pavos de linea comercial

CARACTE- GUAJOLOTE GUAJOLOTE DOMESTICO LINEA COMERCIAL
RISTICAS SILVESTRE
Habitat Bosques templados y frios | Adaptables a climas extremos Explotaciones con ambiente
controlado
Peso corporal | 9 kg en promedio. El peso | 5 - 9.4 kg el peso y la talla | De 18 a 25 kg (reproductores)

macho adulto

y la talla dependen de la
subespecie y el clima

dependen de la edad maxima de
crianza, alimentacion y fenotipo

Peso a la venta | 9 kg macho 8-9 kg machos al afio de edad 8 kg a 15 semanas de edad
macho y hembra 6 kg hembra 4-6 kg hembras al afio de edad 5 kg a 17 semanas de edad
Peso corporal | 3.5 — 9. Dependiendo del | 3 - 7.2. Varia con la edad y tipo | 11 kg a las 30 semanas de
hembra adulta(kg) | clima de alimento edad (reproductoras)
Caracteristicas Comienzan la reproduccion | Los productores prefieren los | En las explotaciones
reproductivas  del | a los 2 — 3 afios de edad. A | machos jovenes y consideran que | comerciales se utilizan
macho los cinco afios ya son | los mayores a tres afios ya son | machos de 1-2 afios edad para
considerados viejos viejos la TA de hembras

Caracteristicas Comienzan su actividad | Alcanzar la madurez sexual en | Comienzan la produccion de

reproductivas de la
hembra

reproductiva al primer afio
de vida

promedio a los 9 meses

huevo a las 30 semanas de
edad

Periodo Estacional. Con una sola | Estacional. Con 2 a 3 parvadas al | La duracion del ciclo de
reproductivo parvada por aflo afio postura es de 24 semanas
Num. de huevos | 8 —22 huevos por nido 13 huevos en promedio 60 a 100 huevos en un ciclo
por nidada

Tasa de Fertilidad 72 76.9 90

%

Duracion 25-29 29.7 28

incubacion (dias)

Tasa de eclosion % 70 85 84

Num. de crias por | 3.9 pavipollos a las 2 | 5 pavipollos a las 2 semanas de | Criadora artificial
hembra semanas de edad edad
Independencia de | 7 meses de edad 2.7 meses de edad Al nacer. Crianza en criadora
pavipollos artificial

Cautelosos, desconfiados, | Toleran bien a las personas y sus | Dociles y curiosos
Temperamento siempre alerta para escapar | animales domésticos

y poco tolerantes a los

humanos
Alimentacion Omnivora Omnivora bajo condiciones de | Alimento comercial

pastoreo

Capacidad de vuelo | A los 6-10 dias de nacidos | A las 3 semanas de nacidos Perdida, debido al peso

Proporcion macho- 15 1:3 IA
hembras
Conversion No hay estudios 8.4 2.7

alimenticia (kg)

Fuente:

Elaboracién propia con datos

SEMARNAT (2007) y Camacho (2009).

de Mukesh (2005);

SAGARPA  (2007);
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El guajolote silvestre y doméstico tienen caracteristicas propias que son valoradas
para su conservacion y aprovechamiento; el guajolote silvestre es una de las principales
especies de caza desde el Norte de México hasta el sur de Canada; mientras que el
guajolote doméstico ha sido conservado por los campesinos y grupos indigenas mexicanos

para su consumo principalmente en fiestas (Camacho, 2009).

2.2.4. Los sistemas de produccion del guajolote nativo en México

En Meéxico la produccion de guajolotes es una actividad que se continta
desarrollando practicamente en todo el territorio nacional mediante tres sistemas

productivos; tecnificado, semitecnificado y de traspatio.

El sistema productivo tecnificado se desarrolla principalmente en los estados de
Chihuahua, Sonora , puebla y Yucatdn, destinando su produccion al abasto del mercado de
fin de afo, sus canales de comercializacion estdn bien definidos y sus principales
compradores son centros comerciales que compran al mayoreo. Este sistema aporta el 50%
de la produccion nacional y cuenta con tecnologia de punta para cumplir sus objetivos; sin
embargo, son importadores de huevo fértil o pavipollos de lineas comerciales mejoradas
provenientes de Chile y Estados Unidos. En la actualidad solo existen 4 empresas que
explotan el pavo de manera intensiva en México, las cuales durante los Gltimos 5 afios, han
venido manteniendo una produccion de carne en canal de 12,000 a 14,000 toneladas

anuales (SAGARPA, 2007).

El sistema de produccion semitecnificado, solo se practica de manera aislada en
algunos estados como lo son el estado de México, Puebla, Yucatan, Michoacén, Hidalgo,
Tlaxcala y Tabasco. Por lo general, el tamafio de estas explotaciones van de 500 a 5000
aves por ciclo de engorda. El nivel de tecnificacion es bastante limitado por lo que se
obtienen menores niveles de eficiencia productiva. Por tal razon este sistema de produccion

aporta solo el 8 % de la produccion nacional (SAGARPA, 2007a).

La produccion de traspatio es el sistema con mayor tradicion en las comunidades

rurales y se practica en todo el territorio nacional; este sistema carece de tecnificacion,
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siendo el pastoreo la unica practica de manejo, la cual es realizada en su mayoria por las
amas de casa. El sistema aporta el 42 % de la produccién nacional, tiene un alto valor
cultural ya que la mayor proporciéon de la produccion se destina a la preparacion de
platillos mexicanos que se consumen en festividades familiares como bodas, bautizos y
cumpleafios, ademas de ser un aporte economico y nutricional para las familias rurales al

venderlos o para el autoconsumo (Aquino et al., 2003).

El estado de Michoacan ocupa el 14° lugar en el pais en cuanto al tamafio de la
produccion en pie, produciendo dos millones de guajolotes, con una explotacion de 89%

bajo condiciones rusticas o de traspatio (INEGI, 2004).

2.3. ESTRATEGIAS DE CONSERVACION DE LOS RECURSOS
GENETICOS NATIVOS

Existen dos estrategias de conservacion de los recursos genéticos nativos las cuales

son: la conservacion in situ y la conservacion ex situ.

El Convenio sobre la Diversidad Biologica (CDB, 1992) define la conservacion in
situ como “la conservacion de los ecosistemas, los habitats naturales y el mantenimiento y
recuperacion de poblaciones de especies viables en sus entornos naturales y, en el caso de
las especies domesticadas y cultivadas, en los entornos en que hayan desarrollado sus
propiedades especificas”. También se define a la conservacion ex Situ de los recursos
genéticos como “la conservacion de componentes de la diversidad bioldgica fuera de sus
habitats naturales” o la conservaciéon de material germinal que en un futuro permita

regenerar un individuo o una poblacion.

En los paises europeos y en Norteamérica, diferentes organizaciones
gubernamentales y privadas, tratan de preservar la diversidad genética in situ estimulando
el uso de razas autdctonas por los productores en las reservas naturales y en granjas
comerciales. Al mismo tiempo estan estableciendo bancos de genes para la conservacion ex
situ de las especies, ya que este es un instrumento complementario a la conservacion in situ,

particularmente cuando existe riesgo de enfermedades epidémicas (Bleisbois et al., 2006).
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En la conservacion ex situ, se plantea como estrategia el establecimiento de los
bancos de germoplasma o bancos de recursos zoogenéticos, en los cuales se almacena
material germinal en forma de semen, ovocitos, embriones y células. La conservacion ex
situ tiene como objetivo el mantenimiento de material genético de especies amenazadas, a
fin de apoyar a los programas de conservacion in Situ, asegurando a largo plazo la
propagacion de especies con alto valor genético y en peligro de extincion (Hammon y

Leitch, 1996).

Sin embargo, con los métodos actuales y la tecnologia disponible, la
criopreservacion de embriones y ovocitos con el fin de preservar el cromosoma W de las
aves no es posible, debido al gran tamafio y caracteristicas del huevo. La criopreservacion
de células del blastodermo o células germinales primordiales podrian ofrecer un medio para
preservar el genoma completo. No obstante, la baja tasa de eficiencia de la reconstitucion y
los altos costos asociados con la tecnologia, hacen que estos ultimos enfoques no sean una

opcion (Petite, 2006).

La Criopreservacion de semen aviar, es el método mas facil y efectivo de la
conservacion ex Situ de los recursos genéticos de las aves. Sin embargo, mediante este
método solamente se puede conservar el genoma del macho, puesto que en las aves el sexo

de la hembra es heterogamético.

2.4. LOS BANCOS DE RECURSOS ZOOGENETICOS PARA LA
CONSEVACION EX SITU

En varias partes del mundo, una de las estrategias que se vienen implementando
para la conservacion de las razas locales es la creacion de bancos de recursos zoogenéticos
(Martinez et al., 2005; Fulton, 2006; Wolders et al., 2006). Los cuales tienen diversos usos
(Blesbois et al., 2006):

a) La reconstitucion de las poblaciones de especies locales.
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b) Reintroduccion de la variabilidad genética en las razas cuya base genética se debe
volver a introducir los genes que se pudieron haber perdido o han sufrido una

reduccidon en frecuencia, debido al cruzamiento con razas o lineas especializadas.

c) El desarrollo de nuevas razas o poblaciones compuestas,

ya sea para

investigacion o uso de la industria.

d) Una fuente de material para estudios genéticos.

Los avances recientes en la criopreservacion de semen aviar, ha permitido la
gestion ex situ de los recursos genéticos aviares a través de los bancos de recursos

zoogenéticos, tanto en Europa como en América del Norte.

Existen tres principales programas nacionales de bancos de recursos zoogenéticos

aviares operando en Norte América, Holanda y Francia hasta el 2006 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Programas nacionales de bancos de germoplasma aviar hasta el 2006

Ubicacion

Bancos de recursos zoogenéticos

Inventario

Norte América

The National Animal Germplasm

Semen y sangre de 59 lineas de
pollos y pavos

(Blackburn, Program Un total de 451 machos
2006) 2132 pajillas de semen
Holanda Contiene 11 raza autdctonas

(Wolders et al.,
2006)

The Netherlands Centre of
Genetic Resources

Un total de 261 machos
7,762 dosis de inseminacion

Francia

The French National Cryobank of

Incluye semen de 18 razas
Un total 391 machos

(Bleisbois y | Domestic Animals 11,000 pajillas

Grasseau, 2006 )

En América del norte se ubica el Programa Nacional de Germoplasma Animal en el
cual se conserva semen y sangre de 59 lineas de pollos y pavos con alto valor genético para
las explotaciones comerciales. En Holanda se conserva el semen de 11 razas autdctonas con

un total de 261 machos con fines de preservar la diversidad genética en el Centro de
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Recursos Genéticos de Holanda. En Francia mediante el Criobanco Nacional de Animales

Domésticos se conserva semen de 18 razas de aves de un total de 391 machos.

En Meéxico, en Octubre del 2011, se inaugurd el Centro Nacional de Recursos
Genéticos, en Tepatitlan, Jalisco; el cual busca fomentar la conservacion vy
aprovechamiento de la riqueza genética existente en el pais: acudtica, agricola, forestal,
microbiana y pecuaria, de importancia bioldgica o econdmica. Sin embargo, aun no posee

germoplasma animal de ningun tipo es su instalaciones.

2.5. PRINCIPIOS GENERALES DE LA CRIOPRESERVACION DEL
ESPERMATOZOIDE

El descubrimiento del glicerol como agente crioprotector del espermatozoide de ave
(Polge et al., 1949) permiti6 el desarrollo de diversos protocolos de congelacion en varias
especies domésticas. Empero, con excepcion de los bovinos, la utilizacion generalizada de
semen congelado no se ha extendido a las otras especies domésticas, en parte porque los

protocolos no proporcionan resultados aceptables de fertilidad (Parks y Graham, 1992).

Las diferencias entre especies se deben principalmente a diferencias en la fisiologia
y la bioquimica del espermatozoide y, también, a las variaciones en la anatomia y fisiologia
del tracto reproductor de la hembra, que dan lugar a importantes diferencias en las

caracteristicas del transporte espermatico (Holt, 2000).

El proceso de criopreservacion incluye cinco etapas: dilucion, refrigeracion, adicion
del crioprotector, congelacion y descongelacion. Mientras que algunas fases son
relativamente inocuas, otras son muy estresantes, como es el caso de la refrigeracion y la
congelacion. Cada etapa del protocolo ejerce una interaccion especial con la estructura, la
funcion de la membrana y el metabolismo celular; pudiendo el espermatozoide perder su

capacidad de funcionar normalmente en cualquiera de estas etapas (Watson, 1995).

Dichas etapas del protocolo de congelacion (dilucion, refrigeracion, adicion del

crioprotector, congelacion y descongelacion) se influencian mutuamente, asi los ritmos de
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cambio de temperatura elegidos en una determinada etapa del proceso afectan directamente

a los que se utilizaran en la etapa siguiente (Hammerstedt et al., 1990).

La dilucion excesiva del semen aviar provoca una disminucion de la motilidad y de
la capacidad fecundante de los espermatozoides, por tanto, la tasa de dilucion debe ser la
adecuada para asegurar la eficacia del diluyente pero no excesiva. Como norma general, se

considera un rango 6ptimo de dilucion (semen:diluyente) de 1:2 hasta 1:5 (Sauveur, 1991).

La refrigeracion del semen forma parte del proceso de criopreservacion; para lo cual
se necesitan diluyentes adecuados que contienen componentes especificos, tales como:
solucion tampdn, azucares y sustancias crioprotectoras de la membrana plasmatica, como la
yema de huevo o la leche ultra pasteurizada (Hammerstedt et al., 1990). En el siguiente
apartado se analizaran a fondo las caracteristicas y componentes de los diluyentes de semen

aviar.

Los principales dafios celulares inducidos por la refrigeracion incluyen alteraciones
morfoldgicas como ruptura de la membrana plasmatica (principal estructura afectada
durante la refrigeracion), degeneracion acrosomal y lesiones en las mitocondrias. La
pérdida de las propiedades de selectividad en la permeabilidad de la membrana es uno de

los hechos que mas precozmente se producen en el proceso (De Leeuw et al., 1991).

La utilizacion de un agente crioprotector es indispensable en la minimizacion de los
dafios que se producen en los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion, pues
los crioprotectores, proporcionan proteccion contra las fuertes alteraciones que se producen

en las estructuras celulares y extracelulares del espermatozoide (Fahy et al., 1990).

La funcion de los crioprotectores, es reducir el efecto de la excesiva concentracion
extracelular de solutos y evitar o disminuir la formacion de cristales intra y extracelulares
durante la descongelacion, los cuales pueden producir dafios en la estructura espermatica

(Holt, 2000a).

Durante el enfriamiento de la suspension celular por debajo de los 0°C, se producen
una serie de procesos nocivos para la célula, que comienzan con la formacion de hielo en el

compartimento extracelular. La membrana plasmatica acta como barrera, impidiendo la
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expansion de los cristales de hielo del medio exterior hacia el compartimento intracelular.
Las sales no forman parte de los cristales de hielo, de modo que habra una considerable
concentracion de sales en la porcion remanente del agua no congelada. El aumento del
gradiente osmotico a través de la membrana plasmatica provoca la difusion del agua
intracelular hacia el ambiente extracelular, causando deshidratacion de la célula. Por tanto,
la deshidratacién osmotica, mas que la formacion de hielo intracelular, es la principal causa
de las alteraciones estructurales de la membrana plasmatica del espermatozoide (Parks y

Graham, 1992).

El mayor desafio para las células en el proceso de congelacion no es resistir a las
bajas temperaturas del nitrégeno liquido, sino mantener la viabilidad en un rango de
temperaturas, entre los —15 y —60°C, que las células experimentan por dos ocasiones, €s
decir, durante la congelacion y durante la descongelacion. A —196°C no se producen
reacciones térmicas, puesto que a —130°C no existe agua en el estado liquido (Mazur,

1984).

La presencia de hielo extracelular, aunque puede deformar las células, no causa
ruptura de la membrana plasmatica ni tampoco dafos irreversibles. Por el contrario, la
formacion intracelular de cristales de hielo provoca lesion y muerte de la célula. Dado que
la formacion de hielo intracelular es dependiente del ritmo de congelacion y
descongelacion. Por eso, el estricto control de la velocidad del descenso o del aumento de
la temperatura puede minimizar las lesiones celulares causadas por el hielo intracelular

(Watson, 1979).

El éxito final de un procedimiento de congelacion esta condicionado por el proceso
de descongelacion. Si el ritmo de enfriamiento es rapido, el de calentamiento también lo
debe ser; alternativamente, si el ritmo de enfriamiento es lento también debe serlo el de
calentamiento. Las células que contienen microcristales de hielo intracelulares deben ser re-
calentadas muy rapidamente a fin de evitar la recristalizacion de estos pequefios cristales,

en grandes cristales que pueden dafar las células (Amann y Pickett, 1987).
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Por tales razones, es dificil, si no imposible, separar los efectos perjudiciales
causados por la congelacion de los causados por la descongelacion, ya que las células

criopreservadas son expuestas al descenso y ascenso de la temperatura.

Las principales situaciones de estrés para la membrana plasmatica del
espermatozoide en los procesos de congelacion y descongelacion son de tipo térmico,

mecanico, quimico y osmotico (cuadro 5).

Cuadro 5. Situaciones de estrés para las membranas del espermatozoide en los

procesos de congelacion y descongelacion (Parks y Graham, 1992)

Stress detectado Consecuencia celular
Reduccion de Cambios en los lipidos de la membrana fase
la temperatura despolimerizacion del citoesqueleto

Aumento de la

concentracion de Retraccion osmotica

solutos

Aumento de la Los efectos directos sobre las membranas,
concentracion incluyendo la solubilizacion de proteinas de la
ionica membrana

Deshidratacion La desestabilizacion de la bicapa lipidica

La formacion de El dafio mecénico a las membranas y el
burbujas de gas citoesqueleto

Cambios en el pH Desnaturalizacion de proteinas

En consecuencia, los dafos en la membrana del espermatozoide incluyen
alteraciones en su organizacion, fluidez, permeabilidad y en su composicién lipidica.
Ademas de estos cambios se produce la pérdida de algunas proteinas de la membrana

durante estos procesos de congelacion y descongelacion (Ollero et al., 1998).
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2.6. CRIOPRESERVACION DE SEMEN EN LAS AVES DE CORRAL

La criopreservacion de semen en las aves domésticas se comenzo a estudiar desde
hace 60 afos. Sin embargo, los métodos eficientes de congelacion de semen de gallo de
diferentes razas han surgido solo en la ultima década del siglo XX, a partir de la formacion
del Acuerdo Internacional Sobre la Diversidad Bioldgica en Rio de Janeiro, Brasil (1992),
el cual provoco un nuevo interés en el desarrollo de métodos de congelacion de semen para
las aves domésticas (Fulton, 2006). También han sido estudiados métodos de congelacion
en los pavos, pintadas, patos, gansos y otras especies, en las cuales no se han obtenido

resultados satisfactorios (Bleisbois et al., 2006).

Cabe senalar que las altas tasas de fertilidad necesaria para la produccion comercial
(> 90%) no son obligatorias para el éxito de la criopreservacion de espermatozoides de aves
de corral con propdsitos de conservacion genética; la linea germinal de recuperacion es
factible con tasas de fertilidad modestas, del 60% o menos, siempre y cuando el porcentaje

de nacimientos de huevos fértiles sigua siendo alto (Long, 2006).

La criopreservacion de semen busca reducir o detener el metabolismo del
espermatozoide y prolongar su vida fértil. Dicho proceso requiere: 1) Seleccion de un
diluyente apropiado, 2) Seleccion de un crioprotector, 3) Determinacion de las tasas de

congelacion y descongelacion (Buss, 1993).

2.6.1. Diluyentes para la criopreservacion de semen aviar

Tras la obtencion del semen, el primer paso a seguir es la dilucion del semen en un
medio adecuado para la supervivencia de los espermatozoides in vitro. El tipo de diluyente
elegido y los ritmos especificos de refrigeracion, congelacion y descongelacion son factores
importantes en la calidad del semen, pues influyen sobre la morfologia y la motilidad de los

espermatozoides y éstas, a su vez, en los indices de fertilidad tras la inseminacion artificial.

Los diluyentes son amortiguadores usados para mantener la viabilidad del
espermatozoide in Vvitro y maximizar el nimero de hembras inseminadas (Donoghue y

Wishart, 2000). Los diluyentes de semen aviar se basan en la composicion bioquimica del
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semen de pollo y pavo (Lake, 1995). Existen una gama de diluyentes para conservar y
congelar el semen, tanto en gallos como en pavos; la composicion quimica de los
principales diluyentes se presenta en el Cuadros 6. Estos diluyentes fueron disefiados
exclusivamente para la congelacion de semen aviar y son adicionados con diferentes
crioprotectores, he incluso de combinaciones de ellos, aunque también se han utilizado

como extensores de semen para la inseminacion con semen fresco.

Cuadro 6. Composicion quimica de los diluyentes de semen de gallo y pavo, utilizados
para la criopreservacion

BPSE 1 PBSE 11 HS-1
(Sexton, 1977) (Sexton y Giesen, (Hanzawa et al.,
1982) 2006)
COMPONENTE Semen de gallo Semen de pavo Semen de gallo
g/lt g/lt g/lt
Difosfato de potasio (3H,0) 12.7 12.7 3.0
Glutamato de sodio 8.67 8.67 12.0
Fructosa ( anhidrida ) 5.0 5.0
Glucosa - - 2.0
Trihalosa - - 3.8
Acetato de sodio (3H,0) 4.30 4.30 -
TES* 1.95 1.95 -
BES* - - 5.0
BIS-TRIS* - - 5.0
Citrato de potasio 0.64 0.64 -
Monofosfato de potasio 0.65 0.65 -
Cloruro de magnesio 0.34 0.34 -
Sulfato de gentamicina - - 0.01
pH 7.5 6.5 6.8
mOsm -1 kg/H20 333 350 360

Los diluyentes BPSE [ y BPSE II®, son elaborados comercialmente y patentados en USA.
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Estos dos diluyentes tienen composicion quimica similar, a pesar de ser disefiados
para especies diferentes, en la cual TES, fosfatos (Na o K) y TRIS actian como soluciones
buffer; la fructosa y glucosa aportan energia al espermatozoide; el glutamato de sodio
protege a los espermatozoides del choque térmico; el cloruro de magnesio, el acetato de
sodio, el citrato de potasio y el cloruro de sodio son sustancias que regulan la presion
osmotica. Las tnicas diferencias entre el BPSE 1y el BPSE II es que el pH del diluyente de
gallos es mas alto, mientras que la osmolaridad es menor con respecto al diluyente de

pavos.

A estos diluyentes se les adiciona sustancias organicas con capacidad para impedir
el choque del frio (por lo general yema de huevo o leche) y agentes crioprotectores como

glicerina o DMSO.

No existe una norma especifica para la elaboracion de los diluyentes para el semen
aviar y los estudios son muy variables en el disefio experimental (tasa de dilucion, envasado
del semen, tiempo de refrigeracion, uso de crioprotectores, tasas de congelacion-
descongelacion) lo que muestra que es dificil analizar los beneficios de diferentes
diluyentes. Sin embargo, hay una base comun de caracteristicas que deben reunir los
diluyentes como lo son; los factores para mantener el pH, osmolaridad y proporcionar una

fuente de energia para los espermatozoides, ademas de la adicion de crioprotectores.

Aunque el intervalo de tolerancia en pH para los espermatozoides de aves es
amplio, el pH acido reduce la movilidad, la produccion de acido lactico y el consumo de
oxigeno; mientras que un pH alcalino, aumenta el metabolismo y en ambos casos se reduce
sensiblemente la fertilidad de los espermatozoides (Donoghue y Wishart, 2000). Estas
alteraciones se dan comuUnmente durante la refrigeracion del semen ya sea para la
inseminacion con semen diluido o en el caso de protocolos de congelacion con tiempos

prolongados de refrigeracion.

El Triladyl® es un diluyente buffer comercial disefiado para bovinos que contiene
TRIS, 4cido citrico, azlcar, agua des ionizada y antibidticos, se ha convertido en un
diluyente clasico para la crioconservacion de semen bovino, contiene glicerol como

crioprotector, y se le adiciona yema de huevo. Recientemente fue utilizado por Ochoa
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(2010) en un experimento in Vvitro con resultados satisfactorios en la conservacion del

espermatozoide de guajolote nativo.

2.6.2. Agentes crioprotectores para la congelacion de semen aviar

El proceso de criopreservacion ideal debe conservar, en la mayor proporcion
posible, la integridad de las diferentes estructuras del espermatozoide. La utilizacion de un
agente crioprotector es indispensable en la minimizacion de los dafos que se producen en

los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion (Watson, 1995).

Los crioprotectores se han clasificado en dos grupos, segin su capacidad de
penetracion a la membrana del espermatozoide: los que atraviesan la membrana celular,
tales como: el glicerol, la dimetilacetamida (DMA) y el dimetilsulféxido (DMSO). El otro
grupo, se refiere a los crioprotectores que actuan desde el exterior de la célula, como la

glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa y polivinilpirrolidona (PVP) (Wolfe et al., 2001).

Polge et al. (1949), publicaron la primera congelacion de semen de aves, mediante la
adicion de glicerol como crioprotector, lo que supuso una revolucion en el campo de la

inseminacion artificial.

El Glicerol actia mediante un mecanismo de tamponamiento salino, puesto que la
glicerina se une con el agua y disminuye acentuadamente el punto de congelacion de
cualquier temperatura dada, consecuentemente la concentracion de solutos en el liquido
residual se reduce. La influencia perjudicial de los solutos concentrados parece depender de
la temperatura, de aqui que el glicerol, al reducir la temperatura a la que se obtienen tales
concentraciones de soluto, disminuye posiblemente sus efectos perjudiciales (Salisbury et

al., 1978).

Sin embargo, con el uso del glicerol se dafia la mucosa del tracto reproductor de la
hembra aviar, disminuye la tasa de movilidad espermatica e incrementa el porcentaje de
espermatozoides muertos y con morfologia anormal en el tracto reproductor de la hembra.

Mostrando un efecto anticonceptivo (Long y Kulkarni, 2004).
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La eliminacién del glicerol antes de la TA se logra mediante la didlisis o por
centrifugacion, ambos métodos tienen desventajas; la didlisis tiende a consumir mucho
tiempo y el centrifugado puede causar dafio al espermatozoide. La trehalosa y la meticulosa
son crioprotectores no penetrantes que se han utilizado en combinacion con el glicerol para
evitar el dafio causado a los espermatozoides durante la congelacion y mejorar la fertilidad

post-descongelacion (Steele y Wishart, 1996).

Los efectos toxicos del glicerol han impulsado el estudio del empleo de otros
crioprotectores como la Dimetilacetamida (DMA), una sustancia hidrosoluble que
disminuye el punto eutéctico de una soluciéon determinada (temperatura minima a la que
una solucion se encuentra en estado liquido), mejora la viabilidad celular alterando el
comportamiento fisico-quimico de las soluciones acuosas en las cuales tiene lugar la
criopreservacion y ayuda a proteger las células del dafio causado por la formacion de hielo
intracelular. El descenso del punto eutéctico implica que se alcanzard una concentracion
dada de solutos a una temperatura menor, de forma que en el momento en que se induce la
nucleacion en el espacio extracelular, la célula estara més hidratada y el gradiente osmotico
al que estard sometida serd menor en el momento en que el espacio extracelular se congele

(Tselutin, 1999).

Entre los estudios con los mejores resultados de fertilidad con semen pos-
descongelado aviar son los reportados por Tselutin (1999), quien congelé semen de gallo
doméstico en dos experimentos diferentes, utilizando en el primero glicerol al 6.5% y en
segundo DMA al 6.5%, un diluyente Lake y una tasa de dilucion 1:4; en ambos casos, un
tiempo de equilibrio de 30 y 60 minutos respectivamente y una concentracion espermatica

de 3.5 x 10°, obteniendo como resultado fertilidad de 63.9% y 92.7%, respectivamente.

El dimetilsulfoxido (DMSO) es uno de los crioprotectores mas utilizados en aves
desde 1959; es un solvente bipolar, hidrosoluble, de bajo peso molecular, lo que permite la
entrada rapida a través de la membrana celular y modula la estabilidad y las fases de la
bicapa de los fosfolipidos. Actua principalmente previniendo la acumulacidon excesiva de

electrolitos y otras sustancias durante el proceso de congelamiento, y reduce la formacion
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intracelular de cristales de hielo que rompen la estructura de la membrana plasmatica

(Avila-Portillo et al., 2006).

La Polivinilpirrolidona (PVP) es un polimero soluble en agua, formado por
cadenas de multiples vinilpirrolidonas. Este compuesto extrae el agua libre intracelular
utilizando la diferencia de presion osmotica, sin penetrar a la célula; es efectivo para
preservar la funcionalidad y estructura de las membranas a baja actividad de agua vy,

deshidrata las células (Sommerfeld y Niemann, 1999).

Herrera (2005), congeld semen de gallo usando DMSO vs PVP con el método de
pellets a -79°C y obtuvo una fertilidad de 40% con DMSO y 39% con PVP. Congelando
semen de faisan, utilizando DMSO y PVP reportd una fertilidad del 60% y 57%
respectivamente. Por tanto, recomienda el uso de cualquier de estos dos crioprotectores
para la congelacion de semen de faisan y de gallo, ya que bajo un protocolo de congelacion

rapida se obtienen resultados similares de fertilidad.

Al comparar la eficacia de los diferentes crioprotectores, para los espermatozoides
de aves, varios factores deben ser tenidos en cuenta; la especie animal, tasa de dilucion,
modo de envasado, concentracion de crioprotector, la temperatura del equilibrio, tiempo de
equilibrado, tasa de congelacién, el método de congelacion y tratamiento post-
descongelacion. La dificultad de comparar un crioprotector con otro es dificil ya que rara

vez se repetird un estudio el mismo disefio experimental.

El DMA, hasta la fecha, es el crioprotector que ha obtenido la tasa de fertilidad mas
alta (92%), misma que es similar con la tasa de fertilidad del semen fresco, sin embargo,
estos resultados son reportados solo en la inseminacion con semen congelado de gallo, por

Tselutin (1999).
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2.6.3. Tasas de congelacion y descongelacion

Las tasas de 5 °C, 7 °C y 10 °C por minuto para mantener la fertilidad parecen
mejor que 1 °C por minuto. Por otra parte, encontramos que la congelacion de
espermatozoides de 5 °C a -35 °C en presencia de glicerol o DMA mantiene los niveles de
ATP de los espermatozoides, considerablemente mejor que dejar caer las muestras
directamente en nitrégeno liquido. Ademads, el espermatozoide de pavo y de gallo,
responden de manera diferente cuando son sometidos a temperaturas mas bajas. La
capacidad fecundante del espermatozoides de pavo se vio comprometida tan pronto como
las temperaturas cayd por debajo de 15 °© C, mientras que el equilibrio en los 5 °© C no

reduce la capacidad fecundante del espermatozoide de gallo (Sexton, 1981).

Las tasas de congelacion utilizadas para la congelacion de semen aviar son variables
en cada protocolo de congelacion, ya que esta dependera del equipo e infraestructura con la
que se cuente, del mismo modo, los resultados son diversos, ya que estos dependeran del

disefio experimental.

En el Cuadro 7 se muestran algunos resultados obtenidos dependiendo de la tasa de
congelacion (°C/min) y a la pajilla utilizada, usando el crioprotector dimetilformamida

(DMF) al 6% y el diluyente IGGK (tapon fosfato).

Este estudio demostré una mayor proporciéon de supervivencia de espermatozoides
de gallos (37%) al utilizar una tasa de congelacion intermedia (15 °C/min) y un tamaio de
la pajilla de 0.5 ml, con la utilizacion de Dimetilformamida (DMF) al 6 % y el diluyente
IGGK (tapdn fostato).
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Cuadro 7. Tasas (%) de supervivencia de los espermatozoides de gallo congelados-

descongelados dependiendo de la velocidad de congelacion y tipo de pajilla (Blesbois

et al., 2005)
Tasa de congelacion
(°C/min)
60 30 15 7
Envasado Crioprotector Diluyente

% Supervivencia

Pajillas de 0.50 ml Dimetilformamida IGGK (tapon  25%  28% 37% 25%
(DMF) al 6 % fosfato)

Pajillas de 0.25 ml Dimetilformamida IGGK (tapon  12%  28% 30% 17%
(DMF) al 6 % fosfato)

2.6.4. Congelacion del semen de pavo

La congelacion de semen de pavo ya sea en pellet o en pajillas, produce tasas de
fertilidad menores a las obtenidas con semen fresco y con semen congelado de gallo, del
92%, en ambos casos; lo que indica que los espermatozoides de pavo son mas afectados por
la refrigeracion y los procedimientos de congelacion que los espermatozoides de gallo

(Blanco et al., 2000).

Los trabajos realizados en la congelaciéon de semen de pavo son menores a los

realizados en gallos.

Macpherson et al. (1969) congelaron semen de pavo bronceado, utilizando como
crioprotectores una combinacion de etilenglicol con glicerol y DMA con glicerol,

obteniendo una fertilidad de 15% y 24 %, respectivamente.

Blesbois y Grasseau (2007) congelaron semen de pavo utilizando como diluyente
BPSE a una dilucién de 1:4; DMA al 8 % como crioprotector, un tiempo de equilibrio de

60 minutos a 4 °C y una tasa de congelacion ultrarrapida sumergiendo el semen
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directamente en nitrogeno liquido (-196°C) para la formacion de pellets, obteniendo un

30.4% de fertilidad post inseminacion.

Los primeros métodos de criopreservacion de semen de pavo exitosos fueron
publicados por Sexton (1981), quien utilizdé como diluyente el extensor Beltsville Poultry
Semen Extender (BPSE) y DMSO al 4 % como crioprotector; bajas tasas de enfriamiento y
pajillas para envasar, obteniendo una tasa de fertilidad del 61 %, la cual hasta la fecha ha

sido el protocolo con mejor fertilidad en esta especie.

En un estudio reciente (Ochoa, 2010) se encontraron resultados satisfactorios in
vitro con semen de guajolote nativo crioconservado en Triladyl®, en donde se obtuvo
40+13% de movilidad progresiva y 50+14.1%, de viabilidad espermadtica. Es importante
confirmar esto resultados obtenidos in vitro para conocer la eficacia del Triladyl® en la

conservacion de semen de guajolote nativo.

2.7. CAMBIOS DEL ESPERMATOZOIDE EN EL PROCESO DE
CONGELACION-DESCONGELACION

La crioconservacion es un método no fisiolégico que implica un alto nivel de
adaptacion de células bioldgicas a los choques osmoticos y térmicos que se producen tanto

durante el enfriamiento del proceso de congelacion y durante el proceso de descongelacion.

Dada la sensibilidad aparente de las mitocondrias del espermatozoide a la
congelacion y descongelacion, no es de extrafiar que la produccion de ATP se vea

comprometida después de la criopreservacion (Watson et al., 1992).

Los espermatozoides de aves son altamente susceptibles a cambios morfoldgicos
durante la congelacion. Espermatozoides congelados-descongelados de gallo tuvieron
mayor incidencia de anomalias de las mitocondrias, pieza intermedia, y perforatorium. La
microscopia electronica también reveld que el 60% de los espermatozoides de gallo

sufrieron un dafio irreversible como piezas intermedias hinchadas (Xia et al., 1988).
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Los espermatozoides de aves son mas largos (80 a 90u) y menos compactos; lo que
los hace mas susceptibles a lesiones por manipulaciéon mecanica, como el pipeteo y la
centrifugacion. El hecho de que la cola de los espermatozoides aviares sean de
aproximadamente 8 veces la longitud de la cabeza también los predispone a ser mas

sensibles al dafio de congelacion (Donoghue y Wishart, 2000).

La estructura y composicion de las membranas plasmaticas determinan los
principales eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de criopreservacion, su
comportamiento durante la congelacion y descongelacion definird los indices de
supervivencia del espermatozoide congelado y en consecuencia las tasas de fertilidad. La
integridad de la membrana plasmatica es el requerimiento minimo para que el
espermatozoide sea movil. El espermatozoide con la membrana plasmatica afectada no es
capaz de mantener las concentraciones citoplasmaticas de iones y de cofactores esenciales
como el nucledtido adenina, imprescindible para el movimiento flagelar (De Leeuw et al.,

1991).

La importancia del mantenimiento de esta caracteristica del espermatozoide se
justifica por la incapacidad de la célula espermatica para sellar o restaurar la integridad de
la membrana cuando sufre dafios (Den Daas, 1992). La evaluacion de la integridad de la
membrana plasmatica proporciona una valiosa informacion sobre los métodos de
procesamiento del semen y la identificacion de los puntos del proceso que mas contribuyen

a las alteraciones en la membrana del espermatozoide (Johnson et al., 1996).

El grado de lesion de las membranas plasmatica y acrosomal estd relacionado con la
fertilidad de la muestra de semen procesada. La desintegracion del acrosoma derivada de la
refrigeracion y de la congelacién es capaz de afectar a la capacidad fecundante del

espermatozoide aviar (Xia et al., 1988).

Una de las pruebas de evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica del
espermatozoide es la microscopia de fluorescencia con clortetraciclina (CTC). En este
examen se identifican diferentes patrones de distribucion de la CTC en la membrana
plasmatica, estos patrones de fluorescencia de la CTC reflejan las alteraciones asociadas a

los niveles del Ca2+ intra-citoplasmaticos (Ward y Storey, 1984).
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Esta prueba (CTC) ha sido utilizada ampliamente para la evaluacion de
espermatozoides de mamiferos domésticos , ya que es confiable y practica, sin embargo, no
se ha utilizado para evaluar al espermatozoide de guajolote nativo, ni de ningun otra

especie de ave.

2.8. PERIODO FERTIL DEL ESPERMATOZOIDE AVIAR

Cuando el semen es depositado en el oviducto de la hembra, ya sea por copula o por
inseminacion artificial, los espermatozoides gradualmente se ubican en los tibulos de
almacenamiento espermatico (SST, siglas en Inglés), conocidos comunmente como
“espermatecas” o “nidos espermaticos”, los cuales se localizan entre la region falopial
posterior del infundibulo y la region anterior del magnum, lugar donde se lleva a cabo la
fecundacion. Los SST también estan ubicados en una banda de 3 a 4 cm entre la region
posterior del Utero y la regién anterior de la vagina, region conocida como union
uterovaginal (UVJ). Son esencialmente glandulas tubulares con terminacion ciega, que
surgen como invaginaciones de la mucosa uUterovaginal. Esta unidon es el sitio mas
importante de almacén de espermatozoides en las aves, principalmente por las razones

siguientes (Hermann, 2006):

v" Almacena espermatozoides viables por un tiempo prolongado (de 8 a 15 semanas)
en pavos.

v Elimina la necesidad de sincronizar la inseminacion o copula con el momento de la
ovulacion.

v" Reduce el numero de inseminaciones necesarias para la obtencién de huevos
fértiles.

v Protege y actlia como refugio de los espermatozoides con respecto a las fuerzas

descendientes del efecto del ciclo ovulatorio.

Mas del 80 % de todos los espermatozoides suministrados durante una inseminacion

son eliminados en el oviducto a los 30 minutos post-inseminacion y solo entre el 1 a 5 % de
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los espermatozoides permaneceran en los SST. Por lo que la pérdida espermatica es
considerable y es por esto que la union tuterovaginal es el sitio mas importante de
conservacion de espermatozoides. El proceso de seleccion espermatica tiene lugar a nivel
de los SST en la UV] y es poco probable que los espermatozoides muertos o débiles entren
a los SST y menos probable que atraviesen todo el oviducto hasta el lugar de la
fecundacion. Esto implica que la integridad, motilidad y viabilidad son esenciales para

lograr alcanzar el almacenamiento en los SST (Sauveur, 1991).

En pavos la capacidad maxima de almacenaje de espermatozoides en los SST se
alcanza dos dias después de la inseminacion y pueden permanecer en los SST por un
periodo de hasta de 8 semanas, durante el cual los espermatozoides se liberan cada vez que
un ovocito ha sido ovulado, para su fertilizacion. El mecanismo de liberacion de los

espermatozoides de los SST aun se desconoce (Hermann, 2006).

El tiempo de almacenaje de los espermatozoides en los SST con capacidad
fecundante fue denominado por Lake “periodo fértil” y la duracion del periodo fértil se
define como el tiempo transcurrido entre la Gltima inseminacion hasta la puesta del ultimo

huevo fecundado.

En pavos de linea comercial la duracién del periodo fertil es amplia; se han
reportado de 31 hasta 57 dias post-.inseminacion (Lorens, 1950; Wentworth, 1975). Lo que
indica que el periodo de fertilidad en pavos es mayor que en los gallos, de 21 dias (Brillard

y Mc Daniel, 1986).

Tanto en pavos como gallos, la tasa de fertilidad con semen fresco alcanza su nivel
maximo el segundo dia post-inseminacion y se mantiene en ese nivel durante una semana
en el caso del gallo y de 10 dias en los pavos, una vez transcurrido el tiempo mencionado,
la fertilidad comenzara a declinar paulatinamente durante los proximos dias, por esta razon,
los programas de inseminacion para la obtencion de huevo fértil en la industria avicola,
tienen un intervalo entre una inseminacioén y otra de una semana en gallos y 10 dias en

pavos (Sauveur, 1991; Moya, 2003).
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Sin embargo, la duracion del periodo fértil del espermatozoide criopreservado en
pavos no se ha reportado aun, por lo que es necesario basarse en los trabajos publicados en

el gallo.

Hanzawa et al. (2005), reporto tasas de fertilidad con semen congelado de gallo de
45% y 25%, utilizando DMSO y DMA a los 7 dias posterior a la inseminacion,
respectivamente, utilizando diluyente HS-1. En ambos casos, la fertilidad declina posterior

al tercer dia post-inseminacion.

Fontgibell y Francesch (1998), realizaron un estudio inseminando gallinas catalanas
con semen congelado, utilizando diluyente “Lake” y tres crioprotectores por separado;
DMSO, Glicerol y DMA, obteniendo tasas de fertilidad del 3.12%, 4.0% y 3.02%

respectivamente, a los 8 dias post-inseminacion.

A pesar de que en ambos trabajos publicados se obtuvieron diferentes tasas de
fertilidad después de 7 y 8 dias post-inseminacion, los autores coinciden en que los dias con
mayor nivel de fertilidad son del 1 al 3 post-inseminacion, disminuyendo

significativamente del dia 4 en adelante.

3. PROBLEMA DE INVESTIGACION
Por lo anterior, el presente trabajo pretende contestar las siguientes preguntas:

a) (Cual es el periodo fértil del espermatozoide de guajolote nativo criopreservado

en Triladyl®?

b) (Cudl es la capacidad fertilizante del espermatozoide congelado en Triladyl®,

vs semen en estado fresco en pavas nativas inseminadas?

¢) (Cudles son los cambios que experimenta la membrana plasmatica del
espermatozoide de guajolote nativo durante el enfriamiento y la congelacion-

descongelacion?
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar la capacidad fertilizante y el periodo fértil del espermatozoide de
guajolote nativo criopreservado en Triladyl® mediante inseminacion artificial y estudiar la
integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide durante el proceso de

congelacion-descongelacion.

4.2.  Objetivos especificos

a) Establecer la duracion del periodo fértil del espermatozoide de guajolote nativo

criopreservado en Triladyl®.

b) Determinar la tasa de fertilidad de las pavas nativas inseminadas artificialmente con

semen criopreservado en Triladyl®.

c¢) Identificar en qué etapa del proceso de criopreservacion existe dafio en la membrana

plasmatica y acrosomal y en qué proporcion ocurren.

d) Contribuir a la estandarizacion de un protocolo de congelacion del semen de
guajolote nativo como base para el establecimiento, a mediano y largo plazo, de un

banco de germoplasma.
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5. HIPOTESIS

Se espera que el semen congelado en Triladyl® logre conservar una proporcion
suficiente de espermatozoides viables y con membranas intactas de tal manera que permita

obtener tasas exitosas de fertilidad en pavas inseminadas artificialmente.

6. METODOLOGIA

El presente trabajo se llevd a cabo en la Unidad de Servicios Integrales en
Reproduccion Animal (USIRA) y en el Sector Avicola de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Michoacana de San Nicolads de Hidalgo, ubicada en la carretera

Morelia-Zinapécuaro km. 9.5, en el municipio de Tarimbaro, Mich.

6.1. Entrenamiento de los guajolotes nativos para la coleccion de semen

Se utilizaron 12 guajolotes nativos en etapa reproductiva (7 a 20 meses de edad),
con fotoperiodo natural y alimentacién a libre acceso, los cuales fueron sometidos a
entrenamiento durante un mes para la obtenciéon de semen por el método de masaje

abdominal no invasivo, descrito por Burrows y Quinn (1937).

La técnica consiste en un suave masaje alrededor de la cloaca, con el objetivo de
exponer el falo, una vez expuesto, el manejador presiona suavemente el falo para que el
semen salga a través de las papilas externas de la deferentis ducti y se extrae el semen con

una pipeta o jeringa graduada.

Posteriormente a cada muestra de semen se le realizé un espermiograma individual,
utilizando solo aquellos animales (8 machos) que respondieron al estimulo eyaculatorio y
resultaron aptos para la reproduccion. En la evaluacion reproductiva de los sementales se
utilizd una adaptacion del procedimiento descrito por Moya et al. (2003), el cual consiste
en una discriminacion de machos evaluandose los indicadores de volumen, motilidad,

viabilidad, concentracion y anormalidades espermaticas (Cuadro 8.)
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Cuadro 8. Clasificacion reproductiva de machos reproductores (Moya et al. 2003)

CATEGORIA VOL. MOTY Concentracion ANORMALIDADES
(ml) VIAB. (%) Espermatica Viable ESPERMATICAS
6 /eyaculado
1o )
APTO >0.1 ml >70 % > 800 <30 % Anormalidades
DUDOSO <0.09 ml <70 % Entre 600 y 799 > 30 % Anormalidades
NO APTO <0.05 ml <70 % <599 > 30 % Anormalidades

6.2. Coleccion de semen

Previo al proceso de coleccion, los machos fueron dietados, lo cual consistié en
retirar el alimento 18 horas antes, para garantizar el vaciado de intestinos y evitar
contaminacion de la muestra. Posteriormente, el semen de varios machos (de 4 a 8 machos)
se colectd en un mismo recipiente para formar un “pool” con los eyaculados de los machos

que respondieron al estimulo.

6.3. Evaluacion macroscopica

Inmediatamente después de la colecta se evalu6 macroscodpicamente (volumen, color y
que el semen se encontrara libre de impurezas). Tras la recogida, el volumen de la fraccién
espermatica de cada pool de los eyaculados fue determinado de inmediato en un tubo

graduado (criotubo); mientras que el color y las impurezas se determinaron a simple vista.

6.4.  Dilucion y evaluacion microscépica

Una vez evaluado macroscopicamente el pool de los eyaculados, se realizo la dilucion
(1:4) con Triladyl®, para posteriormente evaluarse microscopicamente (motilidad progresiva,
concentracion espermatica, viabilidad y anormalidades morfoldgicas) segiin Conejo (1991) y

Etches (1996).

La motilidad progresiva se evalud visualmente mediante la determinacion del

porcentaje de espermatozoides con movimiento progresivo, para lo cual se colocod una gota
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entre un porta y un cubre objetos, precalentados a 38°C. Este examen se realizd con
microscopio Optico bajo 40 X. Solamente se utilizaron eyaculados con una motilidad

progresiva superior a 70%.

La concentracion espermatica se determind por microscopia de campo claro, con
una camara de Newbauer y haciendo una relacion con el volumen. El conteo espermatico se

realiz6 con el objetivo 40 X.

La morfologia y viabilidad espermatica se evaluaron simultineamente, mediante
un frotis. Se colocd una gota de semen sobre un cubreobjetos, se mezcld con una gota de
Eosina-Nigrosina (1% eosina y 5% nigrosina); posteriormente se realizd la extension,
dejandola secar a temperatura ambiente durante 5 minutos. La muestra se observo con el
objetivo de 100X y se contaron 100 espermatozoides para determinar el porcentaje de

espermatozoides vivos y muertos, y el porcentaje de espermatozoides con anormalidades,

Los eyaculados con mas de 70 % de viabilidad espermatica y menos de 30 % de

anormalidades espermaticas fueron procesados para la congelacion.

6.5. Congelacion de semen

El semen diluido una vez evaluado microscopicamente se envaso en pajillas de 0,25ml
a una concentracion de 300X10° espermatozoides y se colocaron dentro de gobelets para ser
sometidas a refrigeracion a 5°C durante dos horas. Transcurrido este periodo de equilibrio, las
pajillas fueron expuestas a vapor de nitrogeno durante 10 minutos y posteriormente se
sumergieron en nitrogeno liquido a -196°C para después ser almacenadas en un termo

criogénico hasta su descongelacion y evaluacion.

6.6. Descongelacion del semen

Las pajillas se descongelaron en bafio de agua a 30°C por 2 minutos para su
posterior evaluacion microscopica, cuyos parametros fueron: motilidad progresiva,

viabilidad espermatica y anormalidades morfologicas.
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6.7. Inseminacion Artificial (IA)

Para la IA de las pavas se realizo una presion digital en la matriz, a través de la zona
baja adyacente a la cloaca generando un prolapso parcial, y una vez expuesto el oviducto,
se depositaron 0.25 ml de semen descongelado, con una jeringa de insulina. La dosis de
semen congelado se preparé a una concentracion de 300X10° espermatozoides y en el caso
del semen fresco fueron de 150 X10° espermatozoides. Después de depositado el semen se
suprimio la presion en la region citada, con lo que la cloaca se cierra y vuelve a la posicion

normal.

6.8. Diseiio experimental

Se realizaron 3 experimentos para cumplir con los objetivos planteados:

6.8.1. EXPERIMENTO 1. Establecimiento del periodo fértil del

espermatozoide de guajolote nativo criopreservado en Triladyl®

Se formaron aleatoriamente dos grupos de 5 hembras adultas cada uno (grupo
testigo y grupo tratado), de edades diversas (10 a 24 meses de edad), las cuales se
mantuvieron en jaulas individuales y se les administré alimento comercial para gallina
ponedora a libre acceso. Las hembras fueron estimuladas por medio de fotoperiodo de 16

horas para comenzar la postura.

Las pavas del grupo testigo, se inseminaron con semen fresco diluido en el extensor
Betsville Poultry Semen Extender II (BPSE II®). En el Cuadro 6 se presento la

composicion quimica de este diluyente.

Las pavas del grupo tratado, se inseminaron con semen congelado-descongelado en
Triladyl®. En ambos casos, la inseminacion se realizé por tnica vez los dias 1 y 2, al inicio
del experimento, una vez iniciada la postura. Las dosis utilizadas contenian una

concentracion espermatica de 150X10° y 300X 10° cuando se utilizé semen fresco y semen
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congelado, respectivamente. La maniobra de inseminacion siempre se realizo por la misma

persona.

Los huevos se comenzaron a recolectar 24 horas después de la segunda
inseminacion, diariamente y se almacenaron por 7 dias a temperatura ambiente.
Posteriormente, los huevos fueron introducidos a una incubadora automatica a 37.7 °C; las
cargas a la incubadora se realizaron cada semana y asi sucesivamente durante 4 semanas

para su desarrollo embrionario.

Posterior a los 29 dias de incubacidn, a los huevos no eclosionados se les realiz6é un
embriodiagnostico, el cual consistid en abrirlos para examinar los residuos embrionarios y
determinar si el huevo era fértil o no, esto con el fin de medir la tasa de fertilidad y estimar

el periodo fértil del espermatozoide criopreservado.

La tasa de fertilidad se midi6 conforme la siguiente férmula (comunicado personal

del Dr. Juarez Caratachea):

0
g:sa (7o) _ Huevos picados + Pavipollos nacidos + embriones muertos
Fertilidad Total de huevos introducidos a la incubadora X100
6.8.2. EXPERIMENTO 2. Determinacion de la tasa de fertilidad en pavas

nativas inseminadas artificialmente con semen criopreservado en

Triladyl®

Se inseminaron 20 hembras jovenes en edad reproductiva (32 semanas) distribuidas
aleatoriamente en 2 grupos (grupo testigo y grupo tratado), de 10 pavas cada uno. La
inseminacion se realizd6 por la misma persona. En el grupo testigo, las pavas se
inseminaron con semen fresco diluido en el extensor Beltsville Poultry Semen Extender 11
(BPSE II ®) a una concentracion espermatica de 150X10°. En el grupo tratado, las pavas se

. : . i 6
inseminaron con semen descongelado a una concentracion espermatica de 300X10°.
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Inicialmente cada pava se insemind dos veces con un intervalo de 24 horas entre las
inseminaciones. Posteriormente cada pava se reinseminé cada semana, durante 7 semanas,

en los meses de febrero y marzo, una vez que inicid la produccion de huevo.

Los huevos se recolectaron 48 horas después de la primera inseminacion,
diariamente y se almacenaron por 7 dias a 17 °C para posteriormente introducirlos a una
incubadora automatica a 37.7 °C. Las cargas a la incubadora se realizaron cada semana

para su desarrollo embrionario y asi sucesivamente durante 7 semanas.

Posterior a los 29 dias de incubacidn, a los huevos no eclosionados se les realizé un
embriodiagnostico con el fin de identificar estructuras embrionarias y medir asi la tasa de

fertilidad del espermatozoide fresco y criopreservado.

La tasa de fertilidad se midid conforme la formula indicada anteriormente

6.8.3. EXPERIMENTO 3. Identificacion del estado funcional de la membrana
plasmatica del espermatozoide criopreservado en Triladyl® mediante

clortetraciclina (CTC)

Se utilizaron 6 machos en edad reproductiva (12 meses de edad) evaluados como
aptos para la reproduccion (segin los criterios antes mencionados). Los machos se
colectaron simultdineamente para la formacion de un “pool” de semen el cual se evalud
macroscopicamente (volumen, color e impurezas), posteriormente se diluyo en Triladyl®
(1:4) y se procedio a la evaluacion microscopica (motilidad progresiva, viabilidad,
concentracion y anormalidades morfoldgicas). Una vez terminado el espermiograma, se
evaluo el estado funcional de la membrana plasméatica mediante clortetraciclina (CTC)
fluorescente, ambas evaluaciones se realizaron durante las tres etapas de criopreservacion:

fresco, diluido y descongelado.

La solucion de clortetraciclina (CTC) fue preparada inmediatamente antes de cada

experimento y embasada en un frasco ambar cubierto con papel aluminio para protegerla
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de la luz. En la preparacion de esta solucion se sigue el procedimiento descrito por Conejo-

Nava (2003).

La CTC se prepard a una concentracion de 750 uM, en un amortiguador de Tris 20
mM, NaCl 130 mM, L-cisteina 5 mM, a un pH final de 7.8. La solucion fue preparada en
fresco y se mantuvo en obscuridad. El paquete de células espermaticas se fijé en 10 pl de
glutaraldehido al 0.2 %, en Tris 0.5 M y pH final de 7.4. Una suspension de 5 pl de
espermatozoides fijados se mezcld con 5 pl de CTC en un portaobjetos y se dejo reposar en
la obscuridad por una hora. Finalmente, Se afiadi6 una gota de 1,4-Diaza-biciclo (2.2.2)
octano (DABCO) 0.22 M en glicerol al 90 %, para conservar la fluorescencia. Las
preparaciones se analizaron bajo el microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiss), a 1000
aumentos. El campo fue iluminado con luz ultravioleta a 495 nm para excitar a la CTC y
determinar el estado funcional de los espermatozoides de acuerdo con los siguientes

patrones de tincion (Figura 1.):

a) Espermatozoides con fluorescencia verde-amarilla uniforme en la cabeza y cola

(Figura 1a), se consideraron como no capacitados.

b) Espermatozoides con una fluorescencia muy tenue en toda la cabeza y cola, fueron
considerados como en etapa inicial de la capacitacion o en etapa de transicion entre

no capacion y capacitacion (Figura 1b).

c) Espermatozoides con fluorescencia concentrada en una pequefia franja en la region
distal de la cabeza y de la porcion medial de la cola y, el resto sin fluorescencia

(Figura Ic), fueron considerados como capacitados.

d) Espermatozoides sin fluorescencia en la totalidad de la cabeza y cola, los cuales se
aprecian como “fantasmas”, fueron considerados como espermatozoides con

reaccion acrosomal (Figura 1d).

Se contaron como minimo 100 células espermaticas por preparacion.
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Figura 1. Estado funcional de la membrana plasmatica de los espermatozoides de guajolote
nativo tefiidos con CTC (100 X). La flecha indica un espermatozoide reaccionado.

6.9. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza para un disefio completamente al azar; para el
caso de los datos obtenidos de la inseminacion artificial (Experimentos 1 y 2) se realizaron
tabulaciones cruzadas y pruebas de Chi-Cuadrada. Para el caso de los datos de la
evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica (Experimento 3), se analizaron a
través de un andlisis de varianza de una via y los promedios se compararon empleando la
prueba estadistica prueba de Tukey. Empleandose para tal efecto el programa SPSS®

version 16.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.  Experimento 1. Establecimiento del periodo fértil del espermatozoide

de guajolote nativo criopreservado en Triladyl®

Se obtuvo una fertilidad de 58.62 %, 29.16% vy 18.75 % para la primera, segunda y
tercera semanas post-inseminacion en pavas nativas inseminadas con semen fresco; mientras
que para el semen congelado la fertilidad fue de 25%, 10.54% y 0% para la primera, segunda
y tercera semanas de post-inseminacion, existiendo diferencias significativas (p<0.10) entre

tratamientos y entre semanas dentro de cada tratamiento (Cuadro 9).

Estos resultados muestran un periodo fértil de dos semanas para el semen congelado y
de tres semanas para el semen fresco. Ademas, se encontré una mayor tasa de fertilidad para
el semen fresco vs semen congelado y una disminucion de la fertilidad conforme pasa el

tiempo post-inseminacion en ambos tratamientos.

Cuadro 9. Periodo de fertilidad del semen congelado vs semen fresco en pavas

nativas inseminadas artificialmente

(Huevos fértiles/Total de Huevos Incubados)

Y%

1 Semana 29 semana 3" semana 4" semana
post-IA post-1A post-1A post-1A

TRATAMIENTO Huevos fértiles  Huevos fértiles/  Huevos fértiles/  Huevos fértiles/
/Total de huevos Total de huevos  Total de huevos  Total de huevos

Semen 1% y2® 58.62 29.16 18.75 0

Fresco IA (17/29) (7/24) (5/27) (0/22)

Semen 1% y2® 25.00 10.54 0 0
congelado 1A (6/24) (2/19) (0/22) (0/0)

Diferencias significativas entre tratamientos y semanas (p<0.10).
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Existen estudios que revelan, que mas de la mitad de los espermatozoides de pavo
pierden su capacidad fecundante después de ser expuestos al proceso de congelacion-
descongelacion; Bakst y Sexton (1979) por medio de microscopia electronica encontraron
que el 60% de los espermatozoides de pavo de linea comercial sufrieron dafios
irreversibles después de la criopreservacion; en menor medida, en el presente trabajo
(Experimento 3) se determin6 por medio de la evaluacion de CTC que el 39.38% de los
espermatozoides de guajolote nativo pierden su capacidad fecundante una vez expuestos al

proceso de congelacion-descongelacion.

Estos estudios explican la razon por la cual la tasa de fertilidad y la duracion del
periodo fértil del semen criopreservado (2 semanas) resultdé mas corto que el del semen
fresco (3 semanas), ya que estos dafios causados por el proceso de congelacion, afectan el
nimero de espermatozoides aptos para la fertilizacion y el almacenamiento en los SST, por
lo que las pavas inseminadas con semen congelado tienen menor numero de
espermatozoides almacenados y se quedan sin reservas en un tiempo mas corto que las

inseminadas con semen fresco.

No existen trabajos publicados sobre la duracion de la fertilidad con semen
criopreservado en pavos, por lo que se tomaron como referencia los resultados encontrados

en gallos:

Fontgibell y Francesch (1998), realizaron un estudio inseminando gallinas catalanas
con semen congelado, obteniendo tasas de fertilidad del 3.12%, 4.0% y 3.02%, a los 8 dias
post-inseminacion; Hanzawa (2005), reportd tasas de fertilidad con semen congelado de
gallo de 45% y 25%, a los 7 dias posterior a la inseminacion; Lake y Stewart (1978)

obtuvieron 53% de fertilidad en gallos para la primera semana post-inseminacion.

Estos resultados difieren con respecto a la primer semana post inseminacion con
semen congelado en este estudio (25%), a excepcion del segundo resultado reportado por
Hanzawa (2005), sin embargo, todos los trabajos coinciden en que la fertilidad baja
significativamente conforme pasa el tiempo post-inseminacion; Siendo los dias 1,2 y 3

post-inseminacion donde alcanzan los niveles mas altos de fertilidad.
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Respecto a la duracion del periodo fértil con semen fresco del guajolote nativo (3
semanas), es mas corto que el periodo alcanzado por Wentworth (1975), quien insemin6
con semen fresco pavas de la raza Large White mediante una inseminacién vaginal de 2 y 7
cm de profundidad, obteniendo una duracion de 40.4 y 31.2 dias de fertilidad,

respectivamente.

De igual manera Lorens (1950), obtuvo una duracion del periodo fértil de 57 dias al
inseminar pavas de la raza Bronze con semen fresco sin diluir; mientras que con semen
diluido utilizando un diluyente a base de albumina de huevo fresco de pava, obtuvo una

duracion de fertilidad de 46 dias post-inseminacion.

Los resultados obtenidos en este estudio difieren de los reportados por estos autores,
esto se puede deber a la especie utilizada, ya que las razas o lineas de pavos comerciales
tienen diferencias biologicas, etologicas y reproductivas que los benefician con respecto al
guajolote nativo, ya que los pavos de linea comercial, han sido mejorados genéticamente y
sometidas a una seleccion intensiva para obtener mejores parametros reproductivos, como
son: mayor numero de huevo por ciclo de postura, mayores tasa de fertilidad, mayor
volumen de semen y por lo tanto, mayor concentracion espermatica, ademas de ser

animales muy doéciles y de facil manipulacion.

Un factor importante el cual pudo intervenir en la duracion del periodo feértil, fue el
estado fisioldgico de las hembras como es la edad, ya que en este caso se utilizaron
hembras de diversas edades (10 a 24 meses), donde las hembras de mayor edad pudieron
afectar de manera negativa la tasa de fertilidad y la duracion del periodo fértil, esto debido
a que la tasa de salida de los espermatozoides en las hembras de mayor edad es
aproximadamente el doble de lo que se observa en las hembras jovenes, por lo tanto, las
hembras de mayor edad se quedan sin reserva de espermatozoides en un tiempo mas corto

que las jovenes.

Un aspecto mas, es la etologia de la especie utilizada (guajolote nativo), ya que, a
diferencia de las lineas comerciales de pavos, es sumamente nerviosa y por tanto, se
dificulta su manejo; el hecho de ser animales sumamente nerviosos dificultaba el manejo

durante la inseminacion y en algunos casos habia escurrimiento de semen por las
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contracciones que la hembra ejercia al momento de depositar el semen en el oviducto. Por
lo que es importante considerar estos aspectos mencionados, ya que pudieron afectar los

resultados obtenidos (tasa de fertilidad y la duracion del periodo fértil).

7.2. Experimento 2. Determinacion de la tasa de fertilidad en las pavas
nativas inseminadas artificialmente con semen criopreservado en

Triladyl®

En el Cuadro 10. se observan los porcentajes de fertilidad tanto de semen congelado

como de semen fresco durante 7 semanas, con un intervalo entre inseminaciones de 7 dias.

Se obtuvieron tasas de fertilidad en pavas inseminadas con semen congelado de
30.40 %, 31.20%, 35.70%, 32.10%, 25.70%, 30.80% y 28.60%, de la primera a la séptima
semana respectivamente; para el semen fresco se obtuvieron tasas de fertilidad de 68.80%,
77.30%, 73.50%, 77.40%, 61.90%, 64.70% y 57.90%, de la primera a la séptima semana,
respectivamente., existiendo diferencias significativas (p<0.10) entre tratamientos. Es decir,
las tasas de fertilidad del semen fresco fueron superiores a las del semen congelado, en

todas las semanas (Cuadro 10).

Las tasas de fertilidad se mantuvieron constantes a lo largo del periodo de estudio,
sin encontrarse diferencias significativas (p<0.10) entre semanas de cada tratamiento, lo
que significa que no hubo algun factor involucrado que afectara las tasas de fertilidad por

sémana.
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Cuadro 10. Fertilidad del semen criopreservado y del semen fresco en pavas

inseminadas cada siete dias durante siete semanas

(Huevos fértiles/Total de Huevos Incubados)

N dmero de S e mamnas

% Total en
las 7
TRATAMI- 1 2 3 4 5 6 7 semanas
ENTO
Semen 68.80 77.30 73.50 77.40 61.90 64.70 57.90 69.81
Fresco (11/16) (17/22) (25/34) (24/31) (13/21) (10/16)  (11/19) (111/159)
Semen 30.40 31.20 32.70 32.10 25.70 30.80 28.60 30.05

congelado (7/23)  (10/32) (10/28) (9/29)  (9/35)  (7/25)  (6/21)  (58/193)

Total de Huevos incubados: 354

En todas las semanas se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (p<0.10)

La mayor tasa de fertilidad del semen fresco (77.27%) con respecto a la obtenida
por el semen criopreservado (35.70 %), es debido probablemente al dafio que causa el
proceso de congelacion en los espermatozoides de pavo. En el presente trabajo
(Experimento 3) se encontr6 una viabilidad espermatica para el semen fresco de 93.23%, y
53.46% para el congelado; la motilidad fue de 87.53% y 32.53%, respectivamente; mientras
que las anormalidad morfolégicas fueron de 13.53% y 25.13%, respectivamente, en los tres
parametros evaluados in vitro los espermatozoides fueron afectados de manera significativa
por el proceso de congelacion, lo cual pudo afectar las tasas de fertilidad del semen

congelado.

Los resultados de fertilidad con semen criopreservado obtenidos superan los
resultados encontrados por otros autores. Macpherson et al. (1969), obtuvieron un 24 % de

fertilidad usando glicerol y DMA como criprotectores.
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Blesbois y Grasseau (2006), encontraron una tasa de fertilidad de 30.4 % en pavos
de linea comercial usando como crioprotector DMA al 8 % y una tasa de congelacion

ultrarrapida por medio de la formacién de pellets en nitrogeno liquido.

Sin embargo, los resultados del presente trabajo fueron inferiores a los observados
por Sexton (1982) quien encontrd un 61 % de fertilidad usando Beltsville Poultry Semen
Extender (BPSE) como extensor y DMA al 4 % , como crioprotector en la inseminacion de

pavas de linea comercial.

La fertilidad obtenida con semen fresco (77.27 %) fue inferior a la obtenida en las
explotaciones de lineas de pavo comercias de 92% y de las tasas de fertilidad con semen

fresco alcanzadas por Moya (2003) de 98 % en pavos de linea comercial.

La actividad ciclica del oviducto de las pavas influye sobre las condiciones de
transito y de almacenamiento de los espermatozoides inseminados, por lo que el éxito de
las inseminaciones varia por tanto, con el estadio del ciclo de puesta en el momento de la
aplicacion de los espermatozoides. En pavas de linea comercial se obtienen mejores tasas
de fertilidad, al realizarse la inseminacion artificial 5 horas después de la puesta (Johnson y

Parker, 1970).

Este aspecto se debe considerar en el presente trabajo, ya que las pavas nativas a
diferencia de las lineas comerciales, la hora de postura es mas amplia y esta se lleva a cabo
en casi todo el transcurso del dia. Por lo tanto, debido a este motivo, no se realizaron las

inseminaciones 5 horas después de la puesta, lo cual pudo influir en los resultados.

La aplicacion de varias inseminaciones antes de que inicie la postura de huevo,
aumenta la fertilidad de manera significativa con respecto a las reproductoras que han sido
inseminadas una vez ya iniciada la produccion de huevo, esto se debe a la tasa de aumento
en que los SST son activados y provistos con espermatozoides. Sin embargo, en el presente
trabajo, todas las pavas fueron inseminadas una vez comenzada la puesta, ya que en esta
especie la sincronizacion de postura por medio del fotoperiodo no fue posible, debido a esta

razon, las inseminaciones se realizaron una vez que las pavas habian comenzado la postura.
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Sin embargo, al analizar los datos obtenidos de fertilidad por dia post-inseminacion
durante siete semanas (Cuadro 11), se encontraron diferencias significativas (p<0.10) para
los dias del semen congelado, donde se muestra que la tasa de fertilidad mas alta se
encuentra en los dias 2, 3 y 4 post-inseminacion, con porcentajes de fertilidad de 40.60%,

51.80% vy 49.30% respectivamente.

Respecto al semen fresco se obtuvo una fertilidad por dia post-inseminacion durante
siete semanas de 55.00%, 72.40%, 82.10%, 81.00%, 78.30%, 63.20% y 50.00% del
primero al séptimo dia respectivamente, sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas entre dias en este tratamiento (Cuadro 11).

Cuadro 11. Porcentajes de fertilidad por dia post-inseminacion durante siete semanas

(Huevos fértiles/Total de Huevos Incubados)

Dias post-inseminacion

%
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7
Semen 55.00 7240  84.00 80.90 78.20  63.10  50.00
Fresco (1120) (21/29) (2125) (17/21) (18/23) (12/19) (10/20)
Semen 13.60  40.60* 51.80* 49.30* 21.40  13.80  13.60
congelado (3/22)  (12/30) (18/35) (13/26) (6/28)  (4/29)  (3/22)

Diferencias significativas entre tratamientos y dias post-inseminacion del semen congelado™
(p<0.10)

Estos resultados sugieren que al utilizar semen criopreservado en Tryladyl®, las
pavas se deben de inseminar dos veces por semana, cada cuatro dias lo cual permitira
obtener tasas de fertilidad mas altas. Estos resultados coinciden con los obtenidos por

Kurbatov et al. (1984), quienes sugieren inseminar con semen criopreservado cada 3 dias
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ya que el espermatozoide congelado pierde su capacidad fertilizante en un 50 %, mientras

que con semen fresco recomienda realizar una inseminacion por semana.

Esta declinacion de la fertilidad con semen congelado después del dia 4 post-
inseminacion puede estar correlacionada por una parte a la hembra y su estado fisioldgico
(edad y estadio de la formacion del huevo con relacion al momento de la inseminacion
artificial) y por otra parte en funcién del nimero y calidad de los espermatozoides

congelados.

Los resultados obtenidos en el tiempo transcurrido entre una IA y otra con semen
fresco en el presente estudio (7 dias) coinciden con lo observado por Moya (2003) quien
recomienda inseminar a las pavas a intervalos de 7 dias entre una y otra inseminacion.
Beaumont et al, (1992), obtuvieron resultados similares, recomendando inseminar con un

intervalo de hasta 10 dias, para no afectar la tasa de fertilidad.

7.3.  Experimento 3. Identificacion del estado funcional de la membrana
plasmatica del espermatozoide criopreservado en Triladyl® mediante

clortetraciclina (CTC)

Los datos obtenidos en este experimento, fueron promedios obtenidos de cada 100
espermatozoides contados por cada tratamiento (fresco, refrigerado y descongelado) en 13
repeticiones. Se encontré que el promedio de espermatozoides no capacitados (patron A)
fue alto en el semen fresco, con respecto al semen refrigerado y congelado, de 72.46, 57.85
y 20.23, existiendo diferencias significativas (p< 0.05). Estos resultados demuestran que
conforme avanza el proceso de congelacion se reduce el nimero de espermatozoides no

capacitados (Cuadro 12).

Con respecto a los promedios de espermatozoides en etapa de transicidon entre no
capacitados y capacitados (Patron B), no se encontraron diferencias significativas (p< 0.05)

entre los tres tratamientos (Cuadro 12).
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El promedio de espermatozoides capacitados (Patron C) fue menor en el semen
fresco, que en el semen refrigerado y congelado, de 9.38, 17.92 y 24.16 espermatozoides,
respectivamente; existiendo diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos

(Cuadro 12).

Los promedios de espermatozoides con reaccion acrosomal (Patron D) fueron bajos
en el semen fresco y refrigerado, con respecto al congelado, de 2.77, 3.85 y 39.38
espermatozoides, respectivamente, observandose diferencias significativas (p<0.05) entre

este ultimo y los dos primeros (Cuadro 12).

Cuadro 12. Promedios de espermatozoides no capacitados, capacitados y

reaccionados en semen fresco, refrigerado y congelado de guajolote nativo (n=13)

Patréon A Patréon B Patréon C Patréon D
TRATAMIENTO X+EE X+EE X+EE X+EE
Espermatozoides con capacidad Espermatozoides sin
fecundante capacidad fecundante
Semen 72.46 15.38¢ 9.38¢ 2.77¢
Fresco
Semen 57.85° 20.38¢ 17.92b 3.85¢
Refrigerado
Semen 20.23¢ 16.23¢ 24.16¢ 39.38°
Descongelado
EEM 3.60 2.56 2.88 4.70

@b ¢ [ jterales distintas son significativamente diferentes (p<0.05)

Estos resultados indican que conforme transcurre el proceso de criopreservacion los
espermatozoides sufren dafio en la integridad de las membranas de manera progresiva y
fueron menores a los obtenidos por Duchi et al, (2004), quienes encontraron 68.5% de
dafos en la membrana plasmatica del espermatozoide en el gallo Murciano. Asi mismo,

Long (2006) encontrd 41% a 54% de espermatozoide con membranas intactas en cuatro
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lineas de gallos comerciales después de la descongelacion. Lo que sugiere, que la diferencia

complementaria corresponden a espermatozoides con dafio en las membranas.

Purdy et al., (2009) obtuvieron menor proporcion de espermatozoides con
membranas intactas posterior a la congelacion, de un 56.6%, en una linea comercial de
gallos y empleando citometria de flujo y una combinacion de tinciones fluorecentes

(yoduro de propidi6 y SYBR-14).

Sin embargo, Celeghini et al. (2007), obtuvieron una tasa de membranas danadas

tras la congelacion de semen de gallo de 96.39%, utilizando yoduro de propidio.

Estos datos varian probablemente debido a la especie estudiada, y a los diferentes
protocolos de congelacion utilizados en cada estudio y a los procedimientos utilizados en la
evaluacion de la membrana plasmatica y acrosomal; sin embargo, en todos los casos
coinciden en que el proceso de congelacion afecta de manera negativa las tasas de

integridad de las membranas espermaticas.

En los espermatozoides de aves no se ha reconocido el proceso de capacitacion
como tal, esto debido a que la reaccion del acrosoma se induce tan rapidamente (pocos
minutos) que el proceso previo a la reaccidon acrosomal no se ha estudiado y por lo tanto no
se le ha denominado capacitacion como tal. Sin embargo, debe existir un proceso previo a

la reaccion acrosomal el cual debe estudiarse a fondo (Lemoine, 2008).

De manera simultanea a la identificacion del estado funcional del espermatozoide
por (CTC) fluorescente, se evalud la calidad de los eyaculados en estado fresco, refrigerado
y descongelado, tomando en cuenta los parametros de viabilidad, motilidad progresiva y

anormalidades espermaticas (Cuadro 13).

Los resultados obtenidos de viabilidad espermatica mediante la evaluacion con
eosina-nigrosina, mostraron diferencias significativas (p< 0.05) entre los tres tratamientos,
el semen fresco obtuvo un promedio de 92.23, el semen refrigerado 85.15, mientras que el
semen descongelado 53.46 por cada 100 espermatozoides. Estos resultados demuestran que
conforme transcurre el proceso de criopreservacion se ve afectada de manera negativa la

viabilidad del espermatozoide de guajolote nativo.
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Los datos enfocados a la valoracion de la calidad de semen fresco, refrigerado y
descongelado, demuestran que el proceso de criopreservacion disminuye la motilidad
progresiva significativamente (p< 0.05) observandose el valor de 87.53 para el semen
fresco, 67.69 para el semen refrigerado y 32.53 para el semen descongelado por cada 100
espermatozoides. Por lo tanto, estas cifras indican que la motilidad se ve afectada por el
proceso de refrigeracion de 2 horas a 4 °C, la disminucion de temperatura a -196 °C para la

congelacion y posteriormente la descongelacion del espermatozoide.

Respecto a los resultados de anormalidades espermaticas no se encontraron
diferencias significativas entre el semen fresco y refrigerado, obteniendo valores de 13.53 y
16.92 respectivamente, por lo que se puede concluir que las dos horas de refrigeracion a 5
°C no afecta la morfologia del espermatozoide de guajolote nativo, sin embargo el semen
descongelado si mostro diferencias significativas (p< 0.05) respecto a los otros dos
tratamientos (fresco y refrigerado), obteniendo un promedio de 25.15 de anormalidades

espermaticas.

Cuadro 13. Promedios de viabilidad, motilidad y anormalidades espermaticas en el

semen fresco, refrigerado y criopreservado de guajolote nativo (n=13)

TRATAMIENTO Viabilidad Motilidad Anormalidades
Semen 92.23a 87.53¢ 13.53¢
Fresco
Semen 85.15°b 67.69b 16.92¢
Refrigerado

Semen 53.46¢ 32.53¢ 25.15b
descongelado

EEM 2.10 3.79 2.13

@ be T jterales distintas son significativamente diferentes (p< 0.05)

Estos resultados difieren a los encontrados por Hernandez et. al. (2005), quienes

congelaron semen de gallo de la raza Plymouth Rock Barrada a -196°C utilizando
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glutamato de sodio como diluyente y glicerol al 10%, reportando porcentajes de motilidad

progresiva de semen post descongelado de 44.23%, y 35.61% de viabilidad.

De igual manera, Herrera (2005), congel6 semen de gallo usando DMSO y PVP con
el método de pellets a -79°C, obteniendo una viabilidad del 84.7% y 89.2%

respectivamente, obteniendo resultados mas favorables que en el presente estudio.

Blesbois y Grasseau (2006) congelaron semen de pavo utilizando como diluyente
BPSE® a una dilucién de 1:4; DMA al 8 % como crioprotector, un tiempo de equilibrio de
60 minutos a 4 °C y una tasa de congelacion ultrarrdpida sumergiendo el semen
directamente en nitrogeno liquido (-196°C) para la formacion de pellets, obteniendo un 25

% de viabilidad, siendo un valor mas bajo que el encontrado en este estudio.

De igual manera Nicolaia et al., (2009) congelaron semen de pavo utilizando DMA
al 8 % como crioprotector, y una tasa de congelacion ultrarrapida sumergiendo el semen en
nitrogeno liquido directamente (-196°C) obteniendo un 24.05 % de viabilidad espermatica

post- descongelacion.

Las bajas tasas de movilidad reportadas en este estudio pueden deberse a que el
espermatozoide de guajolote nativo es mas sensible a la congelacion que el de gallos. Sin
embargo, Hanzawa et al. (2005) reportan que las bajas tasas de movilidad en
espermatozoides de aves, no indica una baja fertilidad, ya que después de su depdsito en el

tracto reproductivo de las hembras recuperan su movilidad.

Respecto a las anormalidades morfologicas, los resultados encontrados son
similares a los observados por Tselutin et al. (1999) cuando congelaron semen de gallo en

pajillas a -196°C utilizando glicerol, encontraron 24% de anormalidades espermaticas.

Herrera (2005) congel6 semen de gallo a -79°C con el método de pellets obteniendo
un 6% de anormalidades morfologicas, este resultado difiere al encontrado en este estudio

probablemente a la especie utilizada y al protocolo de congelacion.

Los resultados de viabilidad, motilidad y anormalidades espermaticas difieren en

algunos casos de los encontrados por otros autores, esto se debe probablemente al
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crioprotector y los métodos utilizados para la congelacion de semen, la especie utilizada, y

el diluyente.

8. CONCLUSIONES

La duracion del periodo fértil del espermatozoide criopreservado en Triladyl® de
guajolote nativo fue de dos semanas y de tres semanas para el semen fresco, sin embargo, en
ambos casos, conforme transcurre el tiempo post-inseminacion, la tasa de fertilidad declin6 de

manera significativa.

Las tasas de fertilidad de las pavas inseminadas con semen congelado en Triladyl® un
vez por semana, fueron del 25% al 35.71%, obteniendo los valores mas altos los dias 2, 3 y 4

post-inseminacion.

La congelacion del semen de pavo nativo en Triladyl® produce un incremento de los
espermatozoides con alteraciones en la membrana plasmatica y de las anormalidades

morfoldgicas, asi, como una marcada disminucion de la movilidad y de la viabilidad.

En general, estos resultados permiten concluir que es posible la criopreservacion del

semen en Triladyl® como una herramienta para la conservacion ex situ del guajolote nativo.
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10. ANEXO

Figura 2. Coleccion de semen por medio del masaje abdominal no invasivo descrito por

Burrows y Quinn (1937).

Figura 3. Técnica de coleccion de semen. La técnica consiste en un suave masaje alrededor
de la cloaca, con el objetivo de exponer el falo, una vez expuesto, el manejador aprieta
suavemente el falo para que el semen salga a través de este y se pueda extraer con una pipeta

o jeringa graduada.
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Figura 4. Dilucion del semen. Formacion de un pool de semen de los machos colectados,
posterior a la evaluaciéon macroscépica (volumen, color e impurezas) se realizo una dilucion

de 1:4 con el diluyente Triladyl®.

Dilucion del semen 1:4
con Triladyl

Evaluacion microscopica del
semen fresco diluido

Refrigeracion del semen
a5 °Cpor2 s,

Evaluacion post-

descongelacion del semen
(espernuograma)

Deposito de semen en un
rermo criogenico a -196 °C

Exposicion del semen a
vapores de mitrogeno por
10 minutos

FiguraS. Evaluacion espermatica y proceso de congelacion del espermatozoide de guajolote

nativo.
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Motilidad se evalué mediante la Concentracion espermatica se determind
determinacion del porcentaje de por microscopia optica, con una camara de
espermatozoides con movimiento progresivo. Neubauer. El conteo se realizé con el
Microscopio Gptico bajo 40 y 100 X, objetivo 40 X.

Morfologia y viabilidad espermatica se evaluaron simultaneamente. mediante un
frotis con una gota de la tincion Eosina-Nigrosiua (1% eosina v 3% migrosma). La
muestra se observo con el objetivo de 100X y se contaron 200.

Figura 6. Evaluacion de los indicadores del espermiograma (motilidad, wviabilidad,

concentracion y anormalidades espermaticas).
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PROCESO DE INSEMINACION CON SEMEN PROCESO DE INSEMINACION CON SEMEN
DESCONGELADO (TRATAMIENTO)

FRESCO (CONTROL)

T T,
Mo

K L. -~ e > '."“)__ _,
Coleccion de semen del grupo de los machos para Retiro de las pajillas del tenno de nitrdgeno
la formacion de un pool. hquido a <196 °C

Dilucién del pool de semen con el diluyente BTSE a una Descongelacion de pajillas con una
concentracion de 150 X ] 0% sullones/eyaculado concentracion de 300 X 10 tullooss/eyaculado

depositan 0.25 ml de semen (la concentracion dependera segun sea el tratamiento). Después
de eso se suprime la presion en la region citada, con lo que la cloaca se cierra y vuelve a la
posicion normal.

Figura 7. Proceso de Inseminacion Artificial tanto de semen fresco como de semen

congelado.

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS Y FORESTALES Pagina 63



UM.S.N.H

La coleccidn de huevo comienza 24 Irs El almacenamiento de los Lascargasala
1a ulnma inseminacion y se realiza huevos dura 7 diasa 17 °C incubadora se realizan
dianamente, con una humedad de 60 % cada semaua g 37.7 °C

A los huevos no eclosionados se En la nacedora se suspende el 23 dias despues de ser
les realiza ¢l embriodiagnostico movinento de los huevos, el dia mcubados pasan a la
para saber si son fériles y en que 28 de mcubacion comenza ¢l nacedora para su
etapa embronana murieron. nacimiento de los pavipollos eclosién

Figura 8. Proceso de la incubacion de huevos de pavas nativa inseminada con semen fresco y

congelado.

Figura 9. Evaluacion de huevos fértiles por medio del embriodiagnostico (29 dias de

incubacion).
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Figura 10. Pavipollos nacidos por medio de Inseminacion Artificial con semen fresco y

criopreservado.
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