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RESUMEN

Una caracteristica poco estudiada para la realizacion de los medios de conservacion
seminal de aves, en particular por congelacion, es la viscosidad. Se considera que la
viscosidad natural del semen esta relacionada con la conservacion espermatica. Por
lo cual, el objetivo fue determinar el efecto de la viscosidad del medio de conservacion
seminal, en la capacidad de reaccion acrosomal y presencia y distribucion de
carbohidratos membranales de espermatozoides de aguila real conservados in vitro.
Se trabaj6 con 20 eyaculados de ejemplares adultos de aguila real, que se diluyeron
en medios de conservacion seminal con viscosidad modificada adicionados con ficoll
en diferentes porcentajes (0%, 10%, 30% y 45%). En cada condicién se determinaron
pardmetros espermaticos basicos, a partir de la fluorescencia con CTC se
determinaron parametros de no capacitacion, capacitaciéon y reacciéon acrosomal
espontanea, y a partir de la fluorescencia con la lectina FICT-WGA, la presencia y
distribucion de carbohidratos membranales. Las evaluaciones post descongelacion
mostraron que el porcentaje de espermatozoides vivos no mostro diferencia estadistica
(P>0.02) entre los grupos, pero si una tendencia a aumentar conforme la viscosidad
era mayor. Para la evaluacion con CTC se observé que en los grupos con mayor
viscosidad aumentaba el porcentaje de espermatozoides capacitados, mientras que
los espermatozoides con reaccién acrosomal espontdnea disminuian. Para la
evaluacion con la lectina WGA se observo que el porcentaje de espermatozoides con
patron B aumentaban cuando la viscosidad del medio era mayor, sin embargo, los
espermatozoides con patréon C se mantuvieron en porcentajes similares en todos los
grupos, sin mostrar diferencia estadistica (P>0.5). Se concluye que, el medio con
inclusion de ficoll al 10% fue mas eficiente para la conservacion de espermatozoides
de aguila real, al mantener estable la integridad estructural de la membrana en los
diferentes parametros evaluados. Sin embargo, también se comprueba que la
presencia y distribucion de los carbohidratos N-acetilglucosamina y acido sialico son
alterados por el efecto de la viscosidad en el medio, logrando mantener los porcentajes

de espermatozoides con estados fisiologico similares.

Palabras clave: Aguila, clortetraciclina, criopreservacion, ficoll, N-acetilglucosamina,
reproduccion, viscosidad.



ABSTRACT

When the freezing is used as a mean of seminal preservation, the viscosity is one
characteristic not very well studied. It is considered that the natural semen’s viscosity
is related to the sperm conservation. Therefore, the mean goal was to determine the
effect of the viscosity of the seminal conservation medium on the acrosomal reaction
capacity, and presence and distribution of membrane carbohydrates of Golden eagle’
spermatozoa, preserved in vitro. We worked with 20 ejaculates samples of adult
Golden Eagles, which were diluted in seminal conservation media with modified
viscosity, added with ficoll in different percentages (0%,10%,30% and 45%). In each
condition, basic sperm parameters were determined; from fluorescence with CTC
parameters of “not training”, “training” and “spontaneous acrosomal reaction. From
fluorescence with FICT-WGA the presence and distribution of membrane
carbohydrates were determined. The evaluations post-thaw showed the percentage of
live sperm didn’t show statistical difference between groups (P>0.02), but it showed a
tendency to increase as the viscosity was higher. In the CTC evaluation was observed
that in the groups with higher viscosity, the percentage of trained sperm tend to
increase, while the sperm with spontaneous acrosomal reaction were decreased.
Finally, the evaluation with the WGA lectin, it was observed that the percentage of
spermatozoa with B pattern increased when the viscosity of the medium was higher,
however, the spermatozoa with C pattern, remain in similar percentage in all groups,
without showing statistical difference (P>0.5). It is concluded that the 10% ficoll
inclusion medium was more efficient for the conservation of Golden Eagle spermatozoa
by maintaining the structural integrity of the membrane stable in the different
parameters evaluated. However, it is also proven that the presence and distribution of
the carbohydrates N-acetyglucosamine and sialic acid are altered by the effect of
viscosity in the medium, managing to maintain the percentages of sperm with similar

physiological states.

Key words: Eagle, clortetracicline, criopreservation, ficoll, N-acetilglucosamine,
reproduction, viscosity



1. INTRODUCCION

En la actualidad al menos el 10% de las 300 especies que pertenecen al orden
Falconiforme se encuentran amenazadas a nivel mundial (Dogliero & col., 2016). En
México existen 1096 especies de aves, de las cuales 88 son aves rapaces (CONANP/
SEMARNAT, 2014). El aguila real (Aquila chrysaetos) es, en general, catalogada como
de menor preocupaciéon por la Unidén Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN) (Villaverde-Morcillo & col., 2015; BirdLife International, 2016); Sin
embargo, en México, el aguila real es una de las 65 especies de aves rapaces que se
encuentra en categoria de riesgo de acuerdo a la NOM-059-ECOL-2010. En la CITES
se encuentra en el apéndice Il (CITES, 2015; Diario Oficial de la Federacion, 2010).
Actualmente se desconoce el numero de individuos residentes en nuestro pais, pero
se han documentado al menos 50 nidos de aguila real en estado silvestre, y mas de
60 individuos en cautiverio, mientras que la poblacion mundial estimada es de 250 mil
individuos (CONABIO, 2011). La cria en cautiverio, principalmente de especies que se
encuentran en peligro de extincion como algunas aguilas y halcones, esta lejos de ser
exitosa (Blanco & col., 2002; Dogliero & col., 2016). Esto se debe al poco conocimiento
que se tiene sobre los pardmetros reproductivos normales de las especies silvestres,
aunado a posibles consecuencias por el estrés en cautiverio. Este estrés ocasiona la
incompatibilidad entre machos y hembras, la agresividad entre ejemplares,
incapacidad a copular de forma natural y presencia de a sincronias (Blanco & col.,
2002; Dogliero & col., 2016). Por lo anterior se han realizado esfuerzos para incorporar
la inseminacion artificial (IA) en los programas de conservacion aviar, sin embrago, se
han encontrado problemas para llevarlo a cabo. Los principales problemas son la mala
recoleccion de muestras por presencia de contaminantes, y la ineficiencia en el manejo
y transporte del semen (Blanco & col., 2002; Blanco & col., 2009; Dogliero & col., 2016).
Entendiendo que el conocimiento de las caracteristicas seminales de las especies es
crucial para desarrollar programas de conservacion con un mejor porcentaje de éxito
(Dogliero & col., 2016; Villaverde-Morcillo & col., 2015). Un parametro al que no se le
ha dado importancia, para la realizacion de medios de conservacion de semen en

aves, es la viscosidad. Estudios en mamiferos han concluido que esta caracteristica
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puede jugar un papel importante para la conservacién de la viabilidad y capacidad

fertilizante de los espermatozoides (Hirai & col., 1997).

) Aspectos Biolbégicos

1.1 Aves rapaces

Las aves de presa o rapaces se pueden dividir en dos grupos, falconiformes y
strigiformes. De las 307 especies del orden falconiformes, conocidas como las rapaces
diurnas, 31 (10%) se encuentran en la lista de especies amenazadas a nivel mundial
(Blanco & col., 2002). En conjunto, estas aves juegan un importante papel dentro de
la cadena alimenticia; al ser consumidores secundarios, fungen como controladores
de la poblacién silvestre de consumidores primarios, evitando que se conviertan en
plaga y causen, en algunos de los ecosistemas, un desequilibrio ecoldgico. Por su
constitucién morfolégica y capacidad sensorial, estan especializadas al régimen
carnivoro (Méndez & col., 2006), ya que poseen pico y garras curvas y afiladas, asi
como vision binocular, que les ayudan a capturar sus presas (Eccardi, 2008).
Histéricamente, México es un pais vinculado desde sus origenes con las aves rapaces
en formas y usos muy variados (Tavizon, 1999). Desde tiempos prehispanicos, donde
se adoraban por su imponente porte que inspiré para la creacion del escudo nacional
mexicano que se plasmé en la bandera, otorgandole una identidad a la nacion
(SEMARNAT, 2008).

1.2. Aguila real

El aguila real (Aquila chrysaetos) es una especie de gran valor historico, cultural y de
conservacion en México (SEMARNAT, 2008; CONANP, 2008, Comité de expertos de
Aguila Real y FMCN 2012; Campos-Rodriguez & col., 2018), que se encuentra
catalogada como una de las 22 especies prioritarias de fauna silvestre (CONABIO,
2011). El 4guila real es un ave rapaz de orden falconiforme de gran tamafio, su longitud
total alcanza hasta 1 metro, y su envergadura puede llegar a 2.84 m. Presentan

dimorfismo sexual en cuanto al peso y la talla, son de coloracion marrén oscuro con



algunas plumas mas claras en la parte de la cabeza y
el cuello (Figura 1) (Eccardi, 2008; SEMARNAT, 2008).
A nivel mundial, el aguila real tiene una amplia
distribucion en las regiones Neartica y Paleartica, entre
los 70° Ny 20° S de latitud (BirdLife International, 2016),
mas que cualquier otra especie de aguila. En México,
histéricamente ocupaban 50% del territorio, pero se ha
ido diezmando debido a la persecucion de la que han
sido objeto (Eccardi, 2008). A pesar de esto, se
distribuye desde la peninsula de Baja California y de
Sonora a Coahuila, hasta Querétaro e Hidalgo
(SEMARNAT, 2008; Campos-Rodriguez & col., 2016;
2018).

Figura 1. Aquila chrysaetos

Existen seis subespecies conocidas y todas varian ligeramente en tamafio y en
coloracién (Eccardi, 2008). El aguila real vive en climas diversos desde los desérticos
y subtropicales, semiaridos, estepario tropical y climas frios de alta montafia y se le
puede encontrar desde el nivel del mar hasta los 3,000 m de altura. Su habitat es
variado e incluye zonas aridas, semiaridas y montafiosas con bosques templados de
pino-encino, coniferas de encino y matorral espinoso. La poblacion mundial estimada
es de 250 mil individuos. En México, actualmente se desconoce el numero de
individuos residentes, pero se han documentado al menos 50 nidos de aguila real en
estado silvestre, y mas de 60 individuos en cautiverio (CONABIO, 2011). Entre 2012y
2018 la Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP) ha registrado
124 parejas reproductivas en nuestro pais y al menos 31 areas naturales protegidas
(ANP) con observaciones confirmadas de la especie (Campos y Rodriguez & col.,
2018). La importancia ecoldgica de esta especie radica en que es un depredador tope
en los ecosistemas donde habita, siendo una especie bandera y sombrilla
(SEMARNAT, 2008; CONANP, 2008; Campos-Rodriguez & col., 2018).



) Proteccion

1.3. Legislacion para el manejo de aves rapaces

En la actualidad, el interés por el uso y aprovechamiento de las aves rapaces en
México es relativamente limitado, aunque algunas especies como el halcén Harris su
presencia en cautiverio es mas comun. A nivel mundial, se han hecho intentos por
proteger las diferentes poblaciones de aves de presa. Para el caso especifico del
aguila real, a nivel internacional la CITES, la contempla en el apéndice I, y en México
la norma oficial NOM-059-ECOL-2010 considera al aguila real, como una especie
protegida (CITES, 2015; Diario Oficial de la Federacion, 2010).

Actualmente las aves rapaces son comercializadas a nivel mundial, y México no ha
sido la excepcion, donde la comercializacion legal se hace con ejemplares producidos
en diferentes criaderos del pais que estan regulados por la Secretaria de Medio
Ambiente 'y Recursos Naturales (SEMARNAT), quien reporta tasas de
aprovechamientos para promover un manejo sustentable. Cabe mencionar que
también existe el trafico ilegal de aves rapaces, que es considerado como una de las
actividades ilicitas mas lucrativas en México (Procuraduria Federal de Proteccién al
Ambiente, 2014).

ll)  Reproduccién natural

1.4. Biologia reproductiva del aguila real y reproduccidon en cautiverio

La época de cria se da entre los meses de febrero y marzo, el tamafio de la puesta es
generalmente de 2 y ocasionalmente de 3 huevos, sin embargo, Unicamente suele
sobrevivir un pollo, y su periodo de incubacion es de 43 a 45 dias (Eccardi, 2008;
SEMARNAT, 2008). Una vez eclosionados los pollos tardan de 72 a 84 dias en el nido
antes de emprender su primer vuelo, el cual ocurre a mediados de julio 0 en agosto,
en su area de distribuciéon natural en México (SEMARNAT, 2008). La edad de los
integrantes de las parejas de aguila real es relevante por su relacion con el éxito de la

anidacion y productividad, ya que las parejas de adultos presentan un mayor éxito



reproductivo que parejas jovenes (Margalida & col., 2008; Campos-Rodriguez & col.,
2018). Campo-Rodriguez & col., (2018) determinaron el estatus de ocupacion, numero
de nidos, éxito de la anidacion y productividad de anidamiento en tres areas de
anidacion de aguila real localizadas en el suroeste de Zacatecas. Se concluye que el
éxito promedio de anidacion de 58.33%, la productividad promedio de anidacion fue
de 0.50 volantones/nido (1 volanton/nido en los nidos exitosos) y el promedio de nidos
observados en las tres areas de anidacion fue de 3.33 nidos/area. Varios autores como
Kropil & Majda (1996), Rodriguez-Estrella & Rivera-Rodriguez (2005) y Tavizon
(2014), coinciden en sefialar que los bajos valores de productividad de anidacién
cercanos o menores a 0.5 volantones corresponden a parejas o territorios de anidacion
asociados a la presencia de perturbaciones. Se ha reportado que la baja productividad
es ocasionada por el saqueo de nidos por parte del ser humano o inclusive ataques de
cuervos en un 55% de los casos (Kropil & Majda, 1996). Recientemente, algunos
autores coinciden en sefialar que la pérdida del habitat ocasionada por la agricultura y
la mineria también constituyen una amenaza para la especie (De Le6n-Giron 2017;
Campos-Rodriguez & col., 2018).

En México se desarrollan programas de conservacion en las Unidades de Manejo para
la Conservacion de la Vida Silvestre (UMA) y Predios o Instalaciones que Manejan
Vida Silvestre (PIMVS) donde se reproducen con fines de aprovechamiento,
principalmente para uso de cetreria y control biolégico. Para la reproduccién de
rapaces en cautiverio son utilizadas principalmente dos estrategias de crianza, la
cOpula o monta natural y la inseminacion artificial (Fox, 2003).

Las técnicas de reproduccion asistida en aves (TRAA) han contribuido a la
conservacion de muchas especies de aves, sin embargo, entre ellas puede
encontrarse alta variabilidad en los resultados obtenidos al utilizar los mismos métodos
de conservacion seminal. Si bien hay una distancia filogenética grande entre especies
domeésticas y silvestres, los métodos de reproduccion asistida tienen aspectos basicos
gue podrian ser aplicados a diferentes especies. Sin embargo, es necesario conocer
las particularidades de cada especie para hacer las adaptaciones necesarias a los

meétodos generales de reproduccion, ya que los mismos métodos de conservacion



seminal, principalmente se pueden ver diferencias marcadas entre aves domeésticas

(gallo y pavo) y aves rapaces (aguila y halcon) (Herrera & col., 2017).

1.5. Fisiologia reproductiva

El sistema neuroendocrino es el encargado de la regulacion de la reproduccion, a
través de la accion de hormonas hipotalamicas (Gonadotrofinas (GnRH), hormona
liberadora de corticotropina (CRH), hormona liberadora de tirotropina (TRH) y
hormonas hipofisiarias, (hormona luteinizante (LH), hormonas foliculo estimulante
(FSH)) que ejercen su accién en los érganos sexuales. Sin embargo, se debe
considerar la estacionalidad reproductiva, principalmente entender las diferencias que
se presentan entre los mamiferos y las aves, ya que los procesos biolégicos y quimicos
que se han estudiado, ha sido tomando a los mamiferos como modelo, pero no quiere
decir que ocurra en las demas especies de la misma manera. (Stevenson & Ball, 2011).
Del mismo modo que en algunos mamiferos, el fotoperiodo es un importante factor en
la reproduccion de las aves, a través de fotoreceptores que se vinculan al reloj
circadiano que modera la longitud de los dias (Stevenson & Ball, 2011). Existe una
integracion de sefales del fotoperiodo que ocasiona cambios en la fisiologia,
morfologia y en la conducta del ave que son necesarios para el cortejo y la cépula,
iniciando con la activacion del sistema neuroendocrino (Stevenson & Ball, 2011; Pérez
& col. 2018).

Como ha sido estudiado, el eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonadal (HHG) es el encargado
de la regulacién de la reproduccion, a través de la GnRH que va a promover la
liberacion de las hormonas FSH y LH, que son las encargadas de unirse a sus
receptores en las gonadas para promover las caracteristicas sexuales primarias
(gametogénesis y produccion de hormonas sexuales) y secundarias (comportamiento
reproductivo y reproducciéon (Pérez & col. 2018). En el macho, la LH actia sobre las
células de Leydig para inducir la sintesis de testosterona que regula la
espermatogénesis, también promueve la manifestacion de conductas territoriales y en
general conductas reproductivas como la monta (Rodriguez, 2013). Mientras que la
FSH actua sobre las células de Sertoli para promover la espermatogénesis (Guzman
& col., 2017).



Es importante sefalar que en las aves se considera al hipotdlamo medio basal (MBH)
como el responsable de la reproduccion estacional a través de las células
ependimarias (ECs) que rodean al tercer ventriculo, ya que en ellas se lleva a cabo la
conversion de tiroxina (T4) a triyodotironina (T3) (biomolécula activa de las hormonas
TH) (Ikegami & Yoshimura, 2016). La T3 induce cambios morfolégicos en las
terminales de las neuronas GnRH y de la glia de la eminencia media (ME). La GnRH
provoca la liberacion de las gonadotrofinas (LH y FSH) para que se lleve a cabo la
sintesis de testosterona en las células de Leydig y la espermatogénesis en las células
de Sertoli y con ello se vea un incremento en el tamafio del testiculo (Figura 2) (Ikegami
& Yoshimura, 2016). Sin embargo, durante otofio-invierno, al no haber un estimulo
luminico de larga duracion y encontrar temperaturas mas bajas, se lleva a cabo la

regresion testicular porque se pierde la conexion de las neuronas GnRH con la ME.
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Figura 2. Mecanismo estacional de desarrollo y regresion testicular en aves con reaccién a
cambios de fotoperiodo circadiano/circanual (lkegami & Yoshimura, 2016).



1.6. Aparato reproductor del macho

El aparato reproductor del macho esta constituido por tres unidades morfo funcionales:
los testiculos, los conductos deferentes y el 6érgano copulador o papila eréctil. Los
testiculos se encuentran localizados en el centro de la cavidad corporal, en la region
celiaca, ventrales a los rifiones y se sostienen por ligamentos de la superficie dorsal,
adyacentes a las glandulas adrenales, contienen tejido intersticial que incluye células
de Leydig secretoras de androgenos (Herrera & col., 2013). Debido a su localizacion,
en las aves a diferencia de los mamiferos, los testiculos deben funcionar a altas
temperaturas (43°C) (Moyle & col., 2011). Al igual que en los mamiferos, los testiculos
estan rodeados por la tunica vaginal interna y externa, ademas de la tunica albuginea,
gue es la encargada de anastomosar los tubulos seminiferos (Herrera & col., 2005;
Moyle & col., 2011). El sistema reproductor del macho en aves, no presentan glandulas
sexuales accesorias como vesiculas seminales, prostata, glandulas de Cowper y
glandulas uretrales, tampoco cuentan con alguna estructura comparable a la ampolla
de los mamiferos (Herrera & col., 2013).

Los espermatozoides son transportados a lo largo del interior de una serie de
conductos que conforman el testiculo y conducto deferente siendo suspendidos en
secreciones de estas estructuras que les prevén sustratos y amortiguadores que
posteriormente son reabsorbidos (Tabla 1) (Herrera & col., 2013). El semen de las
aves, como el de las demas especies, se conforma de dos componentes principales:
espermatozoides y fluido seminal, a su vez, este ultimo ya se conforma de varios
componentes de naturaleza proteica, de carbohidratos, iones inorganicos y acido
glutdmico (Rodriguez, 2013). Como en cualquier programa de reproduccion, la calidad
y cantidad de semen puede ser uno de los factores limitantes para las técnicas de
reproduccion en aves, por lo tanto, la morfologia, la movilidad y la concentracion
espermatica son parametros importantes en la calidad del semen que se deben
considerar (Herrera & col., 2005; Garcia-Herreros, 2016)

De acuerdo con el estudio de Villaverde-Morcillo & col. en el 2015, el eyaculado del
aguila real tiene un volumen medio de 31.8ul y una concentracion media de 467.7X10°

espermatozoides/ml, a diferencia del eyaculado de gallo que se sabe tiene una



concentracion de 3-7x10° espermatozoides/ml, con un volumen de entre 0.2 a 0.5 ml,
con una cantidad de proteina de 1.8-2.8 g/100 mly un pH de 7.2 — 7.6.

Tabla 1. Concentraciones de los componentes més abundantes en el plasma seminal de gallos
(Gallus gallus).

Componente Plasma seminal de Gallos (mM)

Glucosa 0.18
Cl 46
Na* 145
K* 13
Ca’ 14
Glutamato 75
Lactato 3.7
Piruvato 0.3
Alfa-cetoglutarato 0.4
Carnitina 3.2
Acetil carnitina 0.5-2.0
Proteina (gl-1) 8

(Tomado de: Etches, 1996)

1.7. Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso complejo que incluye la proliferacién mitética de
las espermatogonias, la division meibtica de los espermatocitos primarios a
espermatida redonda, y la diferenciacion morfoldgica de la espermatida redonda a
espermatozoide. Estos procesos se llevan a cabo en estrecha relacion con las células
somaticas del epitelio seminifero, las células de Sertoli, y estan bajo control de las
gonadotropinas, la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH)
(Peralta & Miazzo, 2002; Asano & Tajima, 2017). A pesar de que la espermatogénesis
estd extensamente estudiada en los mamiferos, existen pocos reportes de este
proceso en las aves (Asano & Tajima, 2017). Lo que se sabe, es que la
espermatogénesis ocurre en los tubulos seminiferos del testiculo y promueve el

desarrollo de las espermatogonias que se transforman en espermatozoides; de este
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proceso depende la calidad y la produccidn espermética constante (Peralta & Miazzo,
2002). Posterior a la proliferacién de espermatogonias, comienzan dos fases meioticas
diferentes para dividirse a espermatidas redondas con un conjunto de cromosomas
haploides. El espermatocito primario es una célula pre-meidtica que es caracterizada
por una estructura nuclear conspicua. El espermatocito secundario es producido de la
primera division meiotica, y tienen una vida relativamente corta comparada con los
espermatocitos primarios (0.15 dias vs 3.86 dias) porque inmediatamente ocurre otra
division meidtica que produce la esperméatida redonda (Asano & Tajima, 2017). La
espermiogénesis es la ultima fase del proceso de espermatogénesis, y durante este
periodo, la espermatida haploide y redonda es sometida a diferenciacion morfolégica
para dar lugar al espermatozoide. La transformacién de la espermatida redonda a
espermatozoide ocurre cuando se mueven hacia el lado adluminal de los tubulos
seminiferos, y la caracteristica dinAmica dentro de los tubulos es generada por las
células de Sertoli, que son las Unicas células somaticas no germinales presentes en el
epitelio seminifero. Se ha llegado a considerar que la espermatogénesis en las aves
se divide en 12 pasos, basados en la biogénesis de la estructura espermética y la
progresion de la condensacion nuclear (Figura 3). Basandose en la progresion de la
biogénesis acrosomal, se pueden considerar cuatro fases: La fase de Golgi, la fase de
tapa capucha, la fase acrosomal y la fase de maduracion. EI complejo de Golgi
contiene numerosos granulos proacrosémicos que luego se derivan de la red trans-
Golgi y se unen para formar una gran vesicula acrosomal. La vesicula acrosomal se
yuxtapone cerca 0 en contacto con el nucleo (Asano & Tajima, 2017). EI complejo
centriolar compuesto de centriolos proximales y distales emerge cerca del acrosoma
en desarrollo, casi al contacto con el nicleo, y se convierte en un flagelo (Asano &
Tajima, 2017).
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Figura 3. Diagrama esquematico que muestra la espermiogénesis de aves, que consiste en
12 pasos, que se categorizan en 4 fases: Fase de Golgi (1-3), Fase de tapa o capucha (4-6),
Fase acrosomal (7-9) y la fase de maduracion (10-12) (Asano & Tajima, 2017).

1.8. Morfologia espermatica

Los espermatozoides de las aves son de forma alargada con longitud de 80 a 90 umy
se subdividen en cabeza, pieza media y cola (Herrera & col., 2005), aunque algunos
autores lo subdividen en acrosoma, nucleo y flagelo como se muestra en la figura 4
(Asano & Tajima, 2017). La cabeza es curva filamentosa y mide de 12 a 13 um, se
corona por el acrosoma de 2 um de largo (Long, 2006). Esta region contiene enzimas
proteoliticas que son requeridas durante la fertilizacion. La parte media tiene 4 um de
largo y contiene mitocondrias, y en el resto de la cola, con una longitud de
aproximadamente 100 um se extienden fibras centrales, relacionadas con el centriolo
proximal y distal. El flagelo se divide en pieza media, pieza principal y pieza final, todos
los cuales estan dedicados a impulsar esperma hacia el sitio de fertilizacion en

oviducto (Asano & Tajima, 2017). Existen estudios limitados sobre la produccion de
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ATP en los espermatozoides de las aves, algunos estudios realizados en gallos,
sugieren que la sintesis de ATP mitocondrial juega un rol importante en el
mantenimiento de la motilidad espermatica en lugar de la glucdlisis. Sin embargo, el
camino metabdlico para la produccion de ATP es poco entendido en comparacion con
el de los mamiferos (Asano & Tajima, 2017). En su parte mas ancha, el
espermatozoide mide cerca de 0.5 ym. Posee una membrana plasmatica en la
superficie, donde se encuentran glicoproteinas y glicolipidos con residuos de
carbohidratos como N-acetilglucosamina, que puede estar unido a proteinas con
funcion de receptores, asi como fosfolipidos como el glicofosfatidil-inositol, que son
precursores de segundos mensajeros. Los espermatozoides tienen una membrana

acrosomal derivada del aparato de Golgi, y esta situada en la cabeza (Long, 2006).
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Figura 4. Estructura espermatica del ave (Huitrén, 2019)

1.9. Maduracion espermatica

En los mamiferos, después de la espermiacion, los espermatozoides maduran durante
su transito en el epididimo, este proceso es conocido como maduraciéon epididimal.
Dicho proceso involucra modificacion estructural, cambios en la composicion de lipidos
y carbohidratos de la membrana plasmatica, y el desarrollo de la motilidad flagelar, que
se sabe es un pre-requisito para la habilidad fertilizante de los espermatozoides de
mamiferos. Sin embargo, en las aves, no se considera una maduracién epididimal,
debido a la regresion del epididimo (Peralta & Miazzo, 2002), de hecho, existen
estudios que mencionan que los espermatozoides, adquieren gradualmente la

habilidad necesaria para la fertilizacion durante su trayecto en el aparato reproductor
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del macho antes de la eyaculacion (Asano & Tajima, 2017) A diferencia de los
mamiferos, se sabe que, en las aves, el proceso de maduracion espermatica se lleva
a cabo en los conductos deferentes, donde obtienen una mayor movilidad durante su
transito (Ahammad & col., 2013). Ademas de que, en dichos conductos, adquieren su
forma definitiva, ya que sufren cambios morfol6gicos debido al plasma seminal que en
ellos se elabora, asi como también, los conductos deferentes fungen como

almacenadores espermaticos (Ricaurte, 2006).

1.10. Capacitacidén espermatica

El periodo de capacitacién espermatica en las aves no se tiene bien descrito (Lemoine
& col, 2011). Se ha considerado que el proceso de capacitacion se produce In vivo en
el tracto reproductor de la hembra, por lo que ocurre en periodos muy cortos (Lemoine
& col, 2011). Sin embargo, algunos autores mencionan que, en las aves, al momento
de obtener eyaculados, los espermatozoides ya estan capacitados y con capacidad
fertilizante (Lemoine & col, 2009). El proceso de capacitacion implica diferentes
mecanismos celulares que dan lugar a modificaciones de la membrana del
espermatozoide, provocando el proceso de hiper-activacion (Lemoine, 2009). Es
importante mencionar que, existen factores descapacitantes en el aparato reproductor
de la hembra. Estos factores descapacitantes son moléculas que se originan en las
secreciones de la union utero vaginal, que van a funcionar protegiendo a los

espermatozoides durante su periodo de almacenamiento (Camarillo & col., 2019).

1.11. Reaccién acrosomal

Se trata de la fusion de la membrana acrosomal externa con la membrana plasmatica,
la apertura de la region apical del acrosoma y posterior liberacién de los contenidos
acrosomicos gque ayudan a hidrolizar la membrana perivitelina (MPV) del ovocito, para
auxiliar al espermatozoide a penetrarla y realizar la fertilizacion (Lemoine, 2008; Nishio
& Matsuda, 2017). El contenido acrosémico incluye una mezcla de enzimas, como
acrosina y hialuronidasa (Nishio & Matsuda, 2017), estas enzimas hidroliticas se
derivan del aparato de Golgi durante la espermatogénesis; por su origen, estructura, y

funcién celular el acrosoma es comparable a un ribosoma. Cuando el espermatozoide
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entra en contacto con la membrana perivitelina, existe una liberacion espermatica de
enzimas, principalmente hialuronidasa y acrosina, lo cual sugiere que la membrana
perivitelina tiene receptores especializados para la induccion de la reaccion acrosomal
(RA). Para inducirla la RA se requiere Ca?* extracelular, mediante el contacto de los
espermatozoides con la MPV para promover la elevacion intracelular de AMPc y una
disminucién del pH intracelular, con esto se genera una hiperactivacion en el
espermatozoide para inducir la reaccion acrosomal (Arenas & col., 2010). De acuerdo
al trabajo realizado por Gonzéalez, (2019) a lo largo del tracto reproductor del macho
ocurren procesos de maduracion que implican cambios morfofisiolégicos relacionados
a la adquisicion de la capacidad fertilizante en los espermatozoides, determinando que
los procesos de capacitacion y reaccion acrosomal pueden inducirse en los
espermatozoides que se obtienen de los diferentes segmentos del aparato reproductor
del macho (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros espermaticos de capacitacion y reacciéon acrosomal In vitro de gallo
(Gallus gallus) en presencia de MPV determinado con CTC.

Espermatozoides (%)

Region Tratamiento Intactos Capacitados Reaccionados
Testicular Control 62.572 24.14 14.572
(n=25) MPV 19.57b 30.57 45.00°

EE 5.39 3.10 4.36
Craneal Control 54712 28.43 19.002
(n=25) MPV 22.28b 33.57 43570
EE 3.71 3.60 4.60
Conducto Media  Control 59.432 26.14 18.712
deferente (n=25) MPV 21.57° 25.29 52.29°
EE 3.68 2.70 3.23
Caudal  Control 45.432 31.57 28.002
(n=25) MPV 16.14°b 27.00 57.29°
EE 5.46 2.22 3.28
Eyaculado Control 66.712 18.14+2 16.142
(n=25) MPV 12.57b 26.86" 60.57°
EE 2.58 2.72 3.20

(Tomado de: Gonzélez, 2019)
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1.12. Fertilizacion

Cuando la capsula folicular que rodea al foliculo en desarrollo (F3) se rompe en la
region denominada “estigma”, que es la zona no vascularizada que se encuentra
opuesto al pediculo folicular, el 6vulo es liberado con el foliculo sin células de la
granulosa (Nishio & Matsuda, 2017). Los ovocitos de las aves se rodean Unicamente
con la membrana perivitelina. Los espermatozoides se transportan al extremo superior
del oviducto, migrando una gran distancia de la vagina al infundibulo, por lo que
algunos estudios reportan que la migracion de los espermatozoides eyaculados a
través del oviducto de las gallinas avanza a una gran velocidad. El ovocito capturado,
en el infundibulo, se encuentra con los espermatozoides para que se lleve a cabo la
fertilizacion (Nishio & Matsuda, 2017). El proceso de fertilizacion comienza por la union
de los espermatozoides y la penetracién de la membrana perivitelina (MPV), que
puede considerarse analoga a la zona pelucida (ZP) en el ovocito de los mamiferos
(Waclawek & col., 1998). Una vez que el espermatozoide ingresa al citoplasma del
ovocito da paso a la fusion del pronucleo del espermatozoide con el pronucleo del
ovocito (Figura 5). Este seceso se completa en un periodo corto, aproximadamente 15
minutos en la gallina (Nishio & Matsuda, 2017). Sin embargo, también se ha observado
que después de la cOpula, los espermatozoides de las aves, en particular de las
gallinas, pueden permanecer en el oviducto de la hembra hasta 3 semanas antes de
llegar al infundibulo (Lemoine & col., 2009). El contacto o abordaje de la regién
acrosémica del espermatozoide con la MPV del huevo desencadena la reaccion
acrosomal (Nishio & Matsuda, 2017). En la MPV se localizan glicoproteinas ZP1, ZP3,
ZP4, ZPD, estas glicoproteinas fungen como factores de reconocimiento gamético e
inductoras de la reaccion acrosomal. En las aves se han descrito principalmente
moléculas como N-acetilglucosamina, éacido sialico, manosa y glucosa como
glicoproteinas de reconocimiento gamético (Okumura & col., 2004). Los
espermatozoides constan de una zona rica en carbohidratos llamada “Glicocalix”. El
glicocdlix funciona principalmente para mediar eventos de reconocimiento especifico
(Pelaez & Long, 2006). Los carbohidratos presentes en la membrana plasmatica de
los espermatozoides, pueden modificarse a través de su paso por el tracto reproductor

de la hembra (Pelaez & Long, 2006). Se sabe que el espermatozoide de gallo contiene
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en el glicocdlix, residuos de acido sialico que se requiere para el paso del
espermatozoide a través de la vagina, y también ha sido implicado en el secuestro de
espermatozoides en los tubulos de almacenamiento de esperma en el tracto
reproductor de la hembra. La a-glucosa, a-manosa y N-acetilglucosamina, son
necesarios para la interaccion espermatozoide-huevo (Pelaez & col., 2011).

La pérdida o alteracién de las glicoproteinas de superficie durante el almacenamiento
del semen puede afectar la capacidad de los espermatozoides de atravesar el tracto
reproductor de la hembra, ademas de alterar el reconocimiento para unirse al évulo
(Pelaez & Long, 2008).

1. Unién 2. Reaccién acrosomal
3. Penetracion

4. Fusién membranal

Membrana perivitelina

Oolemma

Proteasas espermaticas
(Acrosina, hialuronidasa...)

Figura 5. Unién del espermatozoide y penetracion de la membrana perivitelina del huevo con
degradacion proteolitica (Nishio & Matsuda, 2017).

IV)  Reproduccion asistida
La reproduccion asistida (RA) comprende una serie de metodologias (induccion de
estros, obtenciébn seminal, criopreservacion de células, inseminaciéon artificial,
fertilizacion in vitro, transferencia de embriones, clonacion, etc.) para obtener el éxito

reproductivo. Al obtener buenos resultados en animales domésticos, la RA desde 1980
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se usa ampliamente en zooldgicos y colecciones animales ya que ciertos organismos
en cautiverio presentan problemas en su reproduccién, disminuyendo su poblacién y

aumentando la probabilidad de extincion (Sanchez & col., 2011).

1.13. Obtencion seminal

La técnica de masaje dorso-ventral hasta la fecha es la mas utilizada, tanto en la
produccion avicola como en las aves silvestres (Herrera & col., 2013). Esta técnica es
un método no invasivo para la colecta de eyaculados y ha demostrado ser de gran
ayuda para la inseminacion artificial en pavos y gallo. Sin embargo, su Unica
desventaja radica en que el masaje también estimula el coprodeo y urodeo,
ocasionando que ciertos porcentajes de los eyaculados se contaminen con heces,
acidos uricos o ambos (Duchi & col., 2009). Dicha técnica fue desarrollada por Burrows

& Quinn (1937), para la extraccion y recoleccion de semen de gallo.

1.14. Conservacion seminal In vitro

El almacenamiento del semen es una practica frecuente que involucra la dilucién del
semen en diluyentes que tienen algun amortiguador. Existen dos maneras de
conservar In vitro el semen: La conservacion en fresco, a baja temperatura (5°C
aproximadamente) y la criopreservacion, en la cual se somete las muestras a
temperaturas congelantes (-196°C), para ser utilizado en la IA. El principio de ambas
técnicas se basa en la disminucion de la temperatura fisiologica de los
espermatozoides de 41°C a 4°C para ocasionar la disminucion de la actividad
metabdlica, que a su vez aumenta la vida de los espermatozoides (Barbas &
Mascarenhas, 2009). Se ha demostrado que dependiendo de los ingredientes
utilizados para hacer un diluyente o crioprotector y las condiciones fisico-quimicas que
estos produzcan, tendran diferente capacidad de conservacion (Sexton, 1988). La
finalidad, tanto del diluyente como del crioprotector es maximizar la viabilidad de los
espermatozoides para su posterior uso (Barbas & Mascarenhas, 2009).

Los diluyentes se utilizan para aumentar el volumen del eyaculado, mantener la
viabilidad de los espermatozoides, maximizar el numero de hembras inseminadas

(Herrera & col., 2005) y para facilitar el analisis de los espermatozoides en un
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eyaculado. Existen dos diluyentes que son los comUnmente utilizados en la
conservacion de semen de aves: Beltsville poultry semen extender (BPSE) y la
solucion Lake, que han sido utilizados en diferentes especies de aves como en buitres
(Umapathy & col., 2005), en gallos (Herrera & col., 2005; Lemoine & col., 2008; Sexton,
1977, 1978, 1980), en pavos (Bakst, 1980), faisanes y aguilillas de cola roja (Herrera
& col., 2005) (Tabla 3).

Los diluyentes seminales deben contar con un amortiguador y una osmolaridad
adecuadas que protejan en su momento a las células espermaticas de sufrir dafios y
aumentan el volumen de la muestra (Barbas & Mascarenhas, 2009). Al proveer una
presion osmética similar (330- 400 mOsm) y pH (7.0-7.5) al plasma seminal, asi
también ser una fuente de energia debido a sus sustratos como carbohidratos (glucosa
o fructosa) u otros componentes como citrato, glutamato y acetato, promueven la
inmediata supervivencia del espermatozoide (Slanina & col., 2015; laffaldano & col.,
2016). Estudios recientes en aves se ha demostrado que la reaccién acrosomal puede
ser inducida In vivo por diferentes compuestos salinos, calcio o compuestos derivados
del huevo, por esta razén debe prestarse mucha atencién a los reactivos utilizados
para el diluyente que se ocupara para conservar el semen en fresco o criopreservado.
Un aspecto importante es que la movilidad de los espermatozoides es muy sensible a
los factores que componen el plasma seminal y a las modificaciones que los diluyentes
sintéticos le ocasionan (Lemoine & col., 2008).

Con respecto a la osmolaridad, el semen de aves puede tolerar de 250 a 460 mOsm
kg-1 H2O, ya que a menor osmolaridad los espermatozoides se deforman en la region
de la cabeza y presentan cuellos doblados, mientras que a mayor osmolaridad se
deshidratan, por lo que en ambos casos disminuye su capacidad fertilizante (Donoghue
& Wishart, 2000).
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Tabla 3. Composicién original de los dos diluyentes mas comunmente utilizados en aves
domeésticas (Calderén, 2015).

8.0 5.0
19.2 8.67
5.0 -
0.8 -
- 4.3
- 0.64
- 0.34
- 12.70
- 0.65
- 1.95
7.1 8.6**
340 380
Lake and Sexton, 1977
Ravie , 1984

*N-TRIS (Hidroximetil) metil-2-aminoetano de acido sulfénico
** Determinado en condiciones de laboratorio

1.17. Criopreservacion

La criopreservacion es un método a través del cual se preservan células, tejidos,
organos, bajo condiciones de muy baja temperatura entre -20°C y -180°C. Para ello,
se requiere suspender el material biolégico en medios (crioprotectores) que eviten el
dafio debido a la formacion de cristales durante la congelacion, asi como compuestos
gue mantengan las condiciones fisiologicas lo mas parecido al ambiente en el que se
encontrarian en el organismo. La criopreservacion involucra la suspensiéon del semen
en diluyentes con sustancias crioprotectoras, esta técnica permite su almacenamiento
de manera “indefinida” en nitrogeno liquido, permitiendo la creacion de un banco de
genes, con un facil manejo posterior (Herrera et al., 2005). Debido a que es un método
para mantener material bioldgico y germoplasma utilizando la tecnologia, se requiere
una alta adaptabilidad de las células para soportar los cambios osmoticos y el estrés
térmico (Blesbois, 2007). Entre las principales caracteristicas de los espermatozoides
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que se tienen que tomar en cuenta para aplicar un método de criopreservacion y que
este sea exitoso son: la permeabilidad de la membrana a medios acuosos y a los
crioprotectores permeables, tiempos de exposicion requeridos a los crioprotectores y
la resistencia a cambios osmoéticos (Blanco & col., 2009). Para lograrlo se usan
sustancias que mantienen las condiciones fisiolégicas necesarias para los
espermatozoides y otras que protegen la membrana plasmatica reduciendo el efecto
de la excesiva concentracion de solutos y para evitar o disminuir la formacion de
cristales intra y extracelulares durante la congelacion y descongelacién (Holt, 2000;
laffaldano & col., 2016).

1.18. Crioprotectores

Son sustancias quimicas que sirven para reducir los dafios fisicos y quimicos en los
espermatozoides, cuando estos son congelados. Estas sustancias protegen la
membrana plasmatica de los espermatozoides para disminuir el efecto de la excesiva
concentracion extracelular de solutos y evitar o reducir la formacion de cristales intra y
extra celulares (Herrera & col., 2005; Kuzlu & Taskin, 2017).

Se ha reportado que el glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO) y dimetilacetamida (DMA),
son efectivos para proteger a los espermatozoides de gallo de diversos grados de dafio
por congelacién (Asano & Tajima, 2017).

Entre estos tres agentes crioprotectores, el glicerol se ha usado mas ampliamente para
congelar el semen de gallo porque tiene las tasas mas altas de fertilidad después del
descongelamiento. Sin embargo, se ha descrito que la concentracién de glicerol debe
disminuirse por debajo de 0.163 M antes de la inseminacion para obtener huevos
fértiles, debido al efecto anticonceptivo del glicerol (Lake & col., 1981). Durante el
estudio realizado por Ushiyama & col. (2016), no se entendié completamente por qué
la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides de gallo disminuyé después de la
congelacion. Sin embargo, un estudio biolégico celular reciente demostré en el
espermatozoide de gallo que el procedimiento de congelacion y descongelacion causa
un cambio apoptotico temprano, caracterizado por la translocacion externa de

fosfatidilserina (PS) a la superficie del esperma (Ushiyama & col., 2016).
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Por otro lado, la fertilidad post descongelacion tiende a ser menor cuando se usa
DMSO y DMA en comparacion con el método del glicerol, aunque, a diferencia del
glicerol, estos dos agentes crioprotectores no es necesario eliminarlos antes de la
inseminacion artificial (Asano & Tajima, 2017).

Los crioprotectores se dividen en dos grupos, los que atraviesan la membrana celular
(intracelulares) y los que actuan desde el exterior de la célula (extracelulares). En el
caso de los crioprotectores intracelulares ocasionan una reorganizacion de las
proteinas y lipidos, causando una mayor fluidez membranal y deshidratacion a bajas
temperaturas, que a su vez evita la formacién de hielo generando una mayor tasa de
supervivencia espermatica tras el descongelamiento (Blanco & col., 2010). Dentro de
este tipo de crioprotectores tenemos el glicerol, DMSO y DMA (Herrera & col., 2005;
Blesbois, 2007; Barbas & Mascarenhas, 2009; Purdy & col., 2009).

El glicerol es un alcohol de tres grupos hidroxilos, posee un coeficiente alto de
viscosidad y tiene una masa molar de 92.09 g/mol. Este es el crioprotector mas comuin
para el semen de pavos y gallos, se le atribuyen efectos contraceptivos, ya que se ha
visto que disminuye la movilidad espermatica e irrita la mucosa vaginal de la hembra
(Hammerstedt & Graham 1992), por lo que la concentracion 6ptima durante el proceso
de criopreservacion debe determinarse detalladamente, debido a su potencial
toxicidad. En respuesta a la adicion del glicerol al medio isotonico en el que estan las
células espermaticas, tiene lugar un primer ajuste del volumen celular debido a una
rapida salida de agua intracelular, seguida por un lento retorno al volumen original a
medida que penetra el crioprotector. Cuando el agua extracelular se congela ocurre un
segundo ajuste de volumen, motivado por la salida de agua del interior de la célula, en
respuesta a las altas concentraciones de sales extracelulares (Hammerstedt & col.,
1990). Ademas de los efectos osmdticos, el glicerol actia directamente sobre la
membrana espermatica aumentando su fluidez y el metabolismo celular induciendo
una hiperactivacion espermatica prematura, lo que compromete la capacidad
fertilizante espermatica (Parks & Graham, 1992). Para el desarrollo de cualquier
protocolo de criopreservacion seminal donde se quiera usar este crioprotector, deben

determinarse los rangos de disminucion de la temperatura 6ptimos.
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Los efectos toxicos del glicerol como el aumento de la fluidez del moco oviductal y la
irritacion de este conducto en la hembra (Long & Kulkarni, 2004) han impulsado el
estudio y empleo de otros crioprotectores como el DMSO y DMA.

El DMSO es un liquido organico que contiene sulféxido, posee una masa molar de
78.13 g/mol que es menor a la del glicerol; es usado como disolvente organico
industrial, como criopreservante y como medicamento ya que reduce el dolor y la
inflamacion. EI DMSO tiene la capacidad de atravesar membranas organicas portando
consigo otras sustancias en disolucion sin dafiar aparentemente la integridad de la
membrana, por lo que se le usa en criopreservacion de gametos, su toxicidad es muy
baja y es una sustancia muy estable a bajas y altas temperaturas (Ramirez & Luza,
1967).

El DMA esta clasificado como un crioprotector permeable, intracelular, contiene un
grupo amida que le confiere alta solubilidad por lo que es considerado un muy buen
solvente. EI DMA presenta peso molecular de 87,12 g/mol y dos grupos metil
hidrofilico, que pueden crear enlaces de hidrogeno con el agua, lo cual le proporciona
su capacidad como crioprotector (laffaldano & col., 2012), ingresando al citoplasma,
por medio del gradiente de concentracion, el fluido intracelular puede ser enfriado a
temperaturas entre -5 a -15°C, sin que ocurra la formacién de cristales de hielo, debido
a la disminucion del punto de congelacion por medio de la reduccion de las
interacciones entre las moléculas de agua (Pardo-Carrasco & col., 2015). De acuerdo
con Ball & Vo (2001) el efecto crioprotector de las amidas se atribuye a su bajo peso
molecular, a su viscosidad, los cuales incrementan la permeabilidad de la membrana,
reduciendo el estrés osmatico y por tanto el dafio celular. EI DMA posee el mas alto
coeficiente de permeabilidad (14,7x10-5 cm/s), cuando se le compara con DMSO (1,3
x10-5 cm/seq) y glicerol (0,58 x10-5 cm/seg) (Naccache y Sha’afi, 1973). Por lo tanto,
el DMA reduce la formacion de cristales de hielo intracelular e incrementa la
permeabilidad de la membrana decreciendo el dafio osmotico (Canorio & col., 2015)
Los crioprotectores extracelulares son hidrofilos, no toxicos y ayudan a estabilizar la
concentracion de solutos internos bajo ambientes de estrés osmético (Blanco & col.,
2010), también evitan la formacién de hielo como, por ejemplo, la clara de huevo,

glucosa, lactosa, sacarosa y rafinosa. Estos azlcares interactian con los fosfolipidos
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de la membrana plasmatica, aumentando la sobrevivencia de los espermatozoides a

la criopreservacion (Barbas & Mascarenhas, 2009).

1.19. Evaluaciéon seminal

El objetivo de la evaluacion seminal es el de predecir la capacidad fertilizante de los
espermatozoides. Para esto se analiza el volumen del eyaculado, concentracion
espermatica, viabilidad y morfologia esto mediante microscopia Optica y con tinciones
basicas como la de eosina-nigrosina (E-N) (1% eosina y 5% nigrosina). La tincion E-N
nos permite evaluar la viabilidad, ya que es una sustancia de bajo peso molecular que
es permeable a la membrana celular, por lo que, si la célula perdiera la integridad de
la membrana, la tincion puede penetrarla y tefiir el nicleo de un color azul o violeta,
esto indica la presencia de un espermatozoide muerto (Bakst & col., 1994). Sin
embargo, si la célula aun conserva su integridad membranal, la tincion no puede
penetrarla, considerando entonces, que se tratara de un espermatozoide vivo. Los
indicadores anteriores, evaluados en conjunto, generan el Indice de Calidad
Espermatica (Bakst & col., 1994).

La evaluacién in vitro del semen es una herramienta para valorar de manera
cuantitativa la condicion espermatica de los eyaculados, al conocer también
caracteristicas como la capacidad para llevar a cabo la reaccion acrosomal y
distribuciéon de receptores de reconocimiento gamético en espermatozoides recién
eyaculados y post criopreservacion, esto permite optimizar los protocolos de

criopreservacion y crear bancos de semen funcionales.

1.20. Viscosidad seminal

La viscosidad es la propiedad de los fluidos que caracteriza su resistencia a fluir,
debida al rozamiento entre sus moléculas (Real Academia de la Lengua Espafiola
2019). Esta caracteristica depende de la concentracion espermatica y presencia de
carbohidratos, lipidos y proteinas que se encuentran en el eyaculado, donde al
encontrarse en altas concentraciones resultan en viscosidades mas altas y viceversa
(Rateb, 2016). La disminucion de la movilidad espermatica ha sido asociada a una

viscosidad alta, y se ha planteado que esta caracteristica puede tener un papel en la
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viabilidad espermatica en algunas especies de mamiferos (Casaretto & col., 2012;
Hirai & col., 1997). De acuerdo al estudio realizado por Hirai & col., (1997), en el que
modificaron la viscosidad de los medios de conservacion para semen de toro utilizando
ficoll, determinaron una disminucion en la movilidad de los espermatozoides en los
medios con viscosidad méas alta, asociandolo a un aumento en la viabilidad
espermaética.

El ficoll es un polimero sintético altamente soluble (por su alto contenido de grupos
hidroxilo), relativamente inerte, estable a pH neutro y alcalino, con un peso molecular
de 400 kDa. El ficoll tiene una viscosidad alta pero menor que la de la sacarosa, por lo
que no altera la presion osmética del medio (Kulikova & col., 2014; Alvarez, 2016). El
ficoll se ha utilizado, generalmente, para la separacion de poblaciones celulares en
sangre a través de la separacion por gradientes de densidad. Gracias a sus
propiedades, también se comenzo a utilizar para la modificacion de algunos medios
de conservacion espermatica de mamiferos, ya que actia como un agente
crioprotector (CPA) no permeable, afectando la viscosidad de la solucion de
vitrificacion y preservando las células al reducir el estrés mecanico, recubriendo las
células, protegiendo la membrana celular y también evitando la cristalizacion durante
la congelacion/descongelacion (Kulikova & col., 2014).

Para la evaluacion de la viscosidad, se requiere un viscosimetro y un refractometro,
debido a que es necesario obtener el grado de opacidad de la muestra y realizar un

analisis para determinar la densidad de que presenta.

1.21. Evaluacion de lareaccién acrosomal

Existen evidencias que sefialan que la reaccién acrosomal In vivo comienza con la
accion de la progesterona sobre los espermatozoides. Este estimulo provoca una
entrada de Ca?* al espermatozoide. La entrada de calcio en el espermatozoide
ocasiona una desviacion de las ATPasas, ademas de un aumento del sodio intracelular
con una salida de hidrogeno, y en consecuencia un aumento del pH intra acrosomal.
Adicionalmente se presentan una serie de modificaciones en los lipidos de la
membrana, asi como la formacion de segundos mensajeros que se incorporan a una

cascada de acontecimientos que ocurren durante la reaccion acrosomal (Arenas & col.,
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2010). La reaccién acrosomal en espermatozoides de aves pueden ser inducida muy
rapidamente in vitro en un medio salino simple que contenga Ca?*y MPV (Lemoine &
col., 2009).

La clortetraciclina (CTC) es un antibidtico con un componente fluorescente que se
utiliza para determinar la capacitacion espermatica y la reaccion acrosomal In vitro de
diferentes especies (Calderon, 2015). La técnica estad basada en la transferencia de
CTC a través de la membrana plasmatica del espermatozoide penetrando en los
compartimentos intercelulares, que contienen altos niveles de calcio libre (Ca?*), donde
se ioniza un anion y se une al calcio, produciendo como resultado la fluorescencia
(Tsein, 1989). En estudios donde se determina la reaccién acrosomal en aves (Ochoa
& col., 2014), con el uso de clortetraciclina, se ha observado que se liberan o se
modifican algunas proteinas o glicoproteinas periféricas, que se encuentran unidas a
la membrana plasmética a través de interacciones electrostaticas. Ademas, hay una
redistribucién de algunas proteinas o glicoproteinas integrales permitiendo establecer
diferentes patrones de tincion durante el proceso de capacitacidon y reaccién
acrosomal. En el caso de los espermatozoides sin reaccion acrosomal se observan
con una fluorescencia uniforme en su morfologia. Para los espermatozoides
capacitados la region ecuatorial se tifie y la region acrosomal presenta ligera
fluorescencia formando un puente apical, indicando que el acrosoma esta intacto y
finalmente, en los espermatozoides con reaccién acrosomal la presencia de una banda
distintiva en la region ecuatorial se acompafa de un incremento en la fluorescencia
(Cruz, 2016).

1.22. Evaluacion de carbohidratos membranales

Las lectinas son glicoproteinas de origen vegetal que se unen especificamente a
azucares ubicados en la estructura celular y, por ello, se han utilizado como
marcadores especificos de glicoconjugados localizados, tanto en el acrosoma intacto
como en la matriz acrosomal, para definir que la membrana plasmatica del
espermatozoide esta integra estructuralmente. Cuando las lectinas son conjugadas
con FITC, y expuestas al laser de un microscopio de fluorescencia, emiten un color

verde iridiscente. La lectina Triticum vulgaris aglutinina (WGA) permite reconocer
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terminales N-acetilglucosamina al presentar una mayor afinidad a este carbohidrato al
unirse sobre regiones acrosomicas (Pelaez & Long, 2006).

Herrera & col., (2005) evaluaron con lectina WGA a los espermatozoides post
criopreservados de halcon cola roja (Buteo jamaicensis) para determinar la presencia
y distribucién de ciertos carbohidratos membranales. Se concluye que la distribucion
de residuos de N-acetilglucosamina y/o acido sialico se conservaron en los mismos
porcentajes durante la evaluacion post descongelacion (50.3%) y la evaluacion en
fresco (51.7%).

Asimismo, Camarillo & col, (2019) utilizan las lectinas asociadas a fluorescencia como
marcadores de acrosoma, para determinar modificaciones en la presencia y
distribucion de los carbohidratos membranales manosa y acido sidlico en

espermatozoides de gallo durante la criopreservacion.
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2. ANTECEDENTES

Se han realizado diversos estudios sobre la conservacion seminal de aves en los
altimos afos, en un estudio realizado por Herrera & col., (2005) se criopreservaron
eyaculados de tres especies de aves con dimetilsulféxido (DMSO) y polivinilpirrolidona
(PVP), utilizando como diluyente BPSE. La evaluacion de espermatozoides de gallo
mostraron una motilidad promedio en fresco de 80.7% y post criopreservacion de
52.5%, la morfologia normal fue de 98.1% en fresco y 96.3% post criopreservacion, en
faisan (Phasianus colchicus), y halcén cola roja (Buteo jamaicensis) mostraron
resultados para la movilidad en fresco de 67% y 34% post criopreservacion, asi mismo
demostré que el PVP es una alternativa en cuanto a crioprotectores ya que no se
encontraron diferencias significativas al compararlo con el DMSO.

Herrera & col., (2017) evaluaron los dos diluyentes més utilizados para la conservacion
seminal en aves, BPSE y Lake, concluyendo que el diluyente Lake es mas eficiente
para el almacenamiento seminal en fresco, debido a que presenta menos reacciones
acrosomales prematuras, mientras que el diluyente BPSE fue mas eficiente para la
criopreservacion seminal en halcon Harris.

Un parametro al que no se le ha dado importancia, para la realizacién de medios de
conservacion en aves, es la viscosidad en el medio de conservacion. Pero se ha
observado que la viscosidad puede jugar un papel importante para la conservacion de
la viabilidad y capacidad fertilizante del espermatozoide en los eyaculados de algunas
especies de mamiferos, como son los camélidos (Casaretto & col., 2012). Otros
estudios realizados con camélidos, en donde se han visto dificultades para la
obtencion, manejo y evaluacion del semen y problemas en la inseminacién, debido a
la viscosidad del semen de esta especie, el motivo de esta viscosidad es debida a que
es importante para mantener la viabilidad y capacidad fertilizante dentro del tracto
reproductivo de la hembra. Para ver el efecto de la viscosidad en el semen de estos
animales, se han empleado diferentes tipos de enzimas para licuar el semen y asi
disminuir la viscosidad del mismo, la motilidad fue mantenida de forma adecuada solo
utilizando papaina o tripsina (Adams et al., 2009; Bravo et al., 2013; El- Bahrawy et al.,
2017).
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Debido a estas observaciones se han realizado estudios en toros (Hirai & col., 1997),
modificando la viscosidad de los medios de conservacién, observando una disminucién
en la movilidad de los espermatozoides, asociando esto a un mantenimiento de la
viabilidad espermatica.

Especificamente de aguila real, sélo se ha publicado un trabajo relacionado a la
evaluacion seminal, el cual fue realizado por Villaverde & col., (2015), en el cual se
hizo la caracterizacion y criopreservacion seminal de un solo ejemplar de A chrysaetos
usando glicerol y dimetiacetamida como crioprotectores, pero en conservacion en
fresco utilizaron medio Lake con PVP, observando 46.7% de motilidad total a las O
hrs., aumentando a 48.8% a las 24 hrs. el porcentaje de vivos que se observé a las 0
hrs. fue de 74.6% incrementando a las 24 hrs. a 80.7%, concluyendo que la
combinacion de medio Lake con PVP es buena en conservacion seminal en fresco,

por un periodo no mayor a 24 hrs.
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3. JUSTIFICACION

Existen medios de conservacion para aves como el medio BPSE y el Lake que se
desarrollaron desde la década de los 70°s para la conservacion espermatica in vitro;
sin embargo, se elaboraron de manera muy especifica para la conservacion de semen
de pavo y gallo. Posteriormente se utilizaron para la conservacion seminal de aves
silvestres, tales como halcon peregrino, aguila real y grullas, obteniendo resultados
diferentes a los obtenidos cuando se utiliza para espermatozoides de aves domésticas.
Considerando que son especies taxondémica y fisiologicamente distintas, es evidente
gue se requiere disefiar medios especificos para las aves silvestres en cautiverio, por
lo que la contribucién de conocimientos basicos de la fisiologia espermatica ayudara
a desarrollar medios de conservacion seminal adecuados que permitan un mayor éxito

reproductivo.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los medios que se disefiaron para la conservacion seminal de gallos y pavos también
se han usado para la conservacion de eyaculados de aves rapaces y otras especies
de aves silvestres, sin embargo, no han logrado los resultados esperados. Estudiar el
papel de la viscosidad seminal natural en los medios de conservacion puede ayudar

en la optimizacion de los medios de conservacion seminal del aguila real.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Como influye la viscosidad del medio de conservacion seminal en los parametros de
capacitacion, reaccion acrosomal, presencia y distribucion de carbohidratos

membranales en espermatozoides conservados in vitro de aguila real?
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6. HIPOTESIS

Si la viscosidad de los fluidos naturales esté relacionada con la conservacion seminal
in vivo, entonces, su mantenimiento a condiciones similares en el medio para la
conservacion in vitro, conservara los parametros de capacitacion, reaccion acrosomal,
presencia y distribucion de carbohidratos membranales adecuados para la viabilidad

espermatica.

7. OBJETIVOS

7.1. General

Determinar el efecto de la viscosidad del medio de conservacion seminal, en la
capacitacién, reaccion acrosomal, presencia y distribucion de carbohidratos

membranales de espermatozoides de aguila real conservados in vitro.

7.2. Particulares

e Determinar la viscosidad seminal de los eyaculados de aguila real recién
obtenidos.

e Analizar el efecto de la viscosidad del medio de conservacion en los parametros
de capacitacion y reaccion acrosomal.

e Analizar el efecto de la viscosidad del medio de conservacion en los parametros

de presencia y distribucion de N-acetilglucosamina y acido sialico.

31



8. MATERIAL Y METODOS

8.1. Disefo experimental

Se trabajaron 5 machos y 5 hembras de aguila real, que representan el 16% de la
poblacion total registrada para México en cautiverio. Los ejemplares fueron
estimulados con el masaje dorso-ventral, durante los meses febrero-marzo. El trabajo
de laboratorio fue realizado en los laboratorios de Bioquimica de la Reproduccién y
Fisiologia Veterinaria de la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud (DCBS) que
pertenecen al Departamento de Produccion Agricola y Animal (DPAA). Ambos
localizados en la Universidad Autbnoma Metropolitana-Xochimilco. Se determiné la
viscosidad del semen recién obtenido, posteriormente se realizaron medios de dilucién
con diferentes viscosidades, adicionandoles ficoll en diferentes porcentajes (10, 30 y
45%), ademas del grupo control, que Unicamente contenia medio Lake (Figura 6).
Todas las muestras fueron congeladas utilizando DMA al 6% como crioprotector, para
su posterior descongelacién y evaluacion. A cada condicion se le realizo la evaluacion
basica para determinar concentracion espermatica, movilidad y, con la tincion de E-N,
la morfologia. También se determinaron parametros de reaccion acrosomal con la
adicion de CTC, asi como presencia y distribucion de carbohidratos membranales
mediante el uso de la lectina Triticum vulgaris aglutinina (WGA).

Eyaculados
(n=5 &guilas)

| Refractémetro |~—{ Determinacion de densidad y viscosidad seminal }—»‘ Viscosimetro |

!

Modificacidn de los medios de conservacidn seminal

l

| Condicionesde evaluacion |

|
] i ] '

Criopreservacion

Evaluacién en espermatozoides

Tincién Eosina-Nigrosina

Movilidad Viabilidad | Morfologia
Clortetraciclina Lectina WGA
Capacitacién Reaccién acrosomal Presencia y distribucién de carbohidratos
membranales

Figura 6. Disefio experimental.
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8.2. Aves utilizadas

Los ejemplares de aguila real con los que se trabajé para la obtencion del material
biologico se encuentran en Unidades de Manejo para la Conservacion de la Vida
Silvestre (UMAS) (Figura 7). Con las cuales se han logrado convenios de colaboracion

y que tienen pleno interés en la participacién en este proyecto.

1. Reino Animal, localizado en Camino a Belén, Santa Maria, Colonia Oxtotipac,
Delegacion Otumba, C.P. 55908, Estado de Meéxico (CONVENIO REINO
ANIMAL — UAM-X) (Figura 8).

Numero de registro SEMARNAT: DGVS-ZOO-P-0074-03-MEX

2. Aguilario Club América: Del toro N° 100 Col. Ex hacienda de Coapa, C.P. 14390.
Delegacion Coyoacan, Ciudad de México.
Numero de registro SEMARNAT: DGVS-PIMVS-CR-IN-1847-CDMX/18

3. Aviario DILAJESH, localizado en Camino a San Nicolas #23, Barrio la
Concepcioén, C.P. 56070, Tepetlaoxtoc de Hidalgo, estado de México.
Numero de registro SEMARNAT: DGVS-CR-IN-0917-MEX/06

4. Centro de Educacion Ambiental Cultural y Recreativo (C.E.A.R.) Rodolfo
Landeros Gallegos, Zooldgico de Aguascalientes, localizado en Avenida José
Maria Chavez, Cd insuctrial, C.P. 20290, Aguascalientes (CONVENIO CRRL —
UAM-X) (Figura 9).

Numero de registro SEMARNAT: INE/CITES/DGVS-CR-IN-AV-O035-AGS./00

El manejo de cada ejemplar se realiz6 de acuerdo al plan de manejo oficial
autorizado por la Direccién General de Vida Silvestre (DGVS)-SEMARNAT.
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Figura 7. Zeus ejemplar de aguila real (Aquila
chrysaetos) Club Futbol América

CONVENIO DE COLABORACION QUE CELEBRAN LA UNIVERSIDAD AUTONOMA
METROPOLITANA, UNIDAD XOCHIMILCO, EN LO SUCESIVO LA UAM-X, REPRESENTADA
POR SU RECTORA, DOCTORA PATRICIA EMILIA ALFARO MOCTEZUMA, ASISTIDA POR EL
SECRETARIO DE LA UNIDAD, LICENCIADO GUILLERMO JOAQUIN JIMENEZ MERCADO, Y LA
EMPRESA HACIENDA METEPEC, S.A. DE C.V., EN ADELANTE DENOMINADA REINO ANIMAL,
REPRESENTADA POR SU DIRECTOR GENERAL, ITHIEL BERRUM GONZALEZ, AL TENOR DE
LAS SIGUIENTES DECLARACIONES Y CLAUSULAS:

DECLARACIONES
De LA UAM-X

Que es una Universidad plblica y auténoma, creada como organismo descentralizado del
Estado, con personalidad juridica y patrimonio propio, segin su Ley Organica decretada por
el Congreso de la Unién de los Estados Unidos Mexicanos y publicada en el Diario Oficial de
la Federacién el 17 de diciembre de 1973

Que de acuerdo con lo sefialado en el articulo 2 de su Ley Organica, tiene por objeto:
a) Impartir educacion superior de licenciatura, maestria y doctorado, y cursos de

y ensus escolar y
que la formacién de profesionales corresponda a las necesidades de la sociedad;

b) Organ:zsr y desarroliar de ir
atencion, ente, a los p
del desenvolvimiento histdrico, y

y cientifica, en
y en relacion con las condiciones

¢)  Preservar y difundir a cultura.

Que a fin de realizar su objeto, se ha organizado dentro de un régimen de desconcentracion
funcional y administrativa, a través de sus unidades universitarias, entre las que se encuentra
la Unidad Xochimilco.

Que de conformidad con lo sefialado en los articulos 15 y 16, fraccion IV de su Ley Or
y 36 del Reglamento Orgénico, su representante legal es el Rector General, Dr. Ssvaoar
Vega y Ledn, quien est4 facultado para otorgar, sustituir y revocar poderes. /

Por acuerdo expreso del Rector General, la Rectora de Ia Unidad Xochimilco, Pra. Patricia
Emilia Alfaro Moctezuma, tiene poder para celebrar este tipo de convenios, segéin consta ef
a Escritura Pdblica nimero 61,278, libro ndmero 1,085, de fecha 26 de novier de 201
otorgada ante la fe del Notario Piblico nimero 32 del Distrito Federal, Licenciatio Francisce
Jacobo Sevillano Gonzélez.

Que su domicilio legal es el ubicado en Prolongacion Canal de Miramontes nimerd 3855,
Colonia Ex Hacienda de San Juan de Dios, Delegacién Tlalpan, codigo postal 14387, México,
Distrito Federal

Que su domicilio para efectos del presente Convenio se ubica en Calzada de! Hueso nimero
1100, Colonia Vila Quietud, Delegacién Coyoacén, codigo postal 04960, México, Distrito
Federal, teléfono 5483-7025, fax 5483-7148

i
=

v
7/

/
|
\

W

nl

No obstante lo anterior, en caso de no liegar a algiin acuerdo, las partes se someten
expresamente a la jurisdiccion de los Tribunales competentes de la Ciudad de México,
Distrito Federal, renunciando a la que pudiera comesponderies en razon de sus
domicilios presentes y futuros,

El presente instrumento se firma por duplicado en Otumba, Estado de/l.jm‘ N4 de febrero de
017,

7 \
5 |
/
_PORLAUANX POR REINO ANIMAL
///‘4 /
N /‘:/;.,w = -
DRA. PATRICIA EMILIA ACFARO MOCTEZUMA \ ITHIEL BERRUM GONZALEZ
RECTORA DE LA UNIDAD \_ DIRECTOR GENERAL

S

Lic. emu;k&muin JIMENEZ
MER

S/E ETARIO DE LA UNIDAD

{ﬁ A2 GA
DIRECTOR szf« DIVIS ON DE c::ncms
BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

X

Y
JOSE LUIS/GONZALEZ MENDOZA
GERENTE DE FAUNA

y

!

3
.f / ,.ur

ALEJANDRA RAMIREZ ORTEGA
Responsable de Proyecto
(Reproduccién de aves rapaces)

DR. REY GUTIERREZ TOLENTINO
JEFE DEL DEPARTAMENTO DE PRODUCCION
AGRICOLA Y ANIMAL

=

DR. JOSE ANTONIO HERRERA BARRAGAN
RESPONSABLE DEL CONVENIO

Lic. cumsm&v}m TAPIA CABAL

DELEGADO DE LA ORIGINA DEL ABOGADO
GENERAL

Figura 8. Convenio de colaboracién Reino Animal-UAM X
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s | @ AN ; M
S| @ e MEDIO e\ O N
AMBIENTE —

CONVENIO DE COLABORACION QUE CELEBRAN LA UNIVERSIDAD AUTONOMA
METROPOLITANA, UNIDAD XOCHIMILCO, EN LO SUCESIVO LA UAM-X
REPRESENTADA POR SU RECTORA, DOCTORA PATRICIA EMILIA ALFARO
MOCTEZUMA, ASISTIDA POR EL SECRETARIO DE LA UNIDAD, LICENCIADO
GUILLERMO JOAQUIN JIMENEZ MERCADO, Y LA SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE
DEL ESTADO DE AGUASCALIENTES, EN ADELANTE DENOMINADA LA SMA
REPRESENTADA POR EL SECRETARIO DE MEDIO AMBIENTE, LICENCIADO JORGE
RAMON DURAN ROMO, AL TENOR DE LAS SIGUIENTES DECLARACIONES Y

/
CLAUSULAS: \tlh/

DRA. GUILDA GUZMAN COLIS
DIRECTOR PE LA DIVISION DE CIENCIAS ~ DIRECTORA DE/AREAS VERDES
£ DeLAUAMX BIQUOGICAS Y DE LA SALUD UR;ANAS

DECLARACIONES

11 Que es una Universidad publica y autbnoma, creada como organismo descentralizado
del Estado, con personalidad juridica y patrimonio propio, segin su Ley Organica r
decretada por el Congreso de la Union de los Estados Unidos Mexicanos y publicada { i
en el Diario Oficial de la Federacion el 17 de diciembre de 1973

DR. REY GUVERREZ TOLENTINO M.EN G/

\ 5
12 Que de acuerdo con lo sefialado en el articulo 2 de su Ley Orgénica, tiene por objeto: \
! S porio JEFE DEL DEPARTAMENTO DE JRFE DEL DEPARTAMENTO DE
a) Impartir educacion superior de licenciatura, maestria y doctorado, y cursos de PRODUCCION AGRICOLA Y ANIMAL OLOGIA DELCEAR RODOLFO
actt y en sus r escolar y extraescolar, A P LANDEROS GALLEGOS
procurando que la formacién de profesionales corresponda a las necesidades de 7 D
la sociedad X 77 ~
\
b) Organizar y desarroliar actividades de investigacién humanistica y cientifica, en \ g
| atencién, primordiaimente, a los problemas nacionales y en relacién con las DR JOSE ANTONIO HERRERA
\ condiciones del desenvolvimiento histérico, y \ BARRAGAN
c) Preservary difundir la cultura ‘I/ R[\:POVABL[ DEL CONVEN
v\
\ 13, Que a fin de realizar su objeto, se ha organizado dentro de un régimen de 7 \
desconcentracion funcional y administrativa, a través de sus unidades universitarias, <
entre las que se encuentra la Unidad Xochimilco iz
R 14 Que de oonrormxuad con lo sefalado en los articulos 15 y 16, fraccién IV de su Le: Lic. CHRISTHm AN TAPIA CABAL
\ Organica, y 36 del Reglamento Orgénico, su sentante legal es el Rector General DELEGADO DE LA 0 lClNA DEL ABOGADO
Dr. Salvador Vega y Leon quien esta Iacu\tado para otorgar, sustituir y revocar GEN
poderes.

15, Por acuerdo expreso del Rector General, la Rectora de la Unidad Xochimilco, Dra \\
Patricia Emilia Alfaro Moctezuma, tiene poder para celebrar este tipo de convenios
segln consta en la Escritura Pablica nGmero 61,278, libro numero 1,085, de fecha 26
de noviembre de 2013, otorgada ante la fe del Notario Publico nimero 32 del Distrito
Federal, Licenciado Francisco Jacobo Sevillano Gonzalez

7,

.

/

Figura 9. Convenio de colaboraciéon C.E.A.R Rodolfo Landeros Gallegos-UAM X

8.3 Uso de animales

Se trabaj6 a los ejemplares adultos y se evalué el semen, cumpliendo con la
normatividad y legislacion vigente, como la NOM-059-ECOL-2010 que determina las
especies y subespecies de flora y fauna silvestre, terrestre y acuatica, amenazadas,
raras y aquellas sujetas a proteccion especial y que establece especificaciones para
su proteccion, la NMX-AA-165-SCFI-2014 que establece las especificaciones y los
requisitos para obtener la certificacién con respecto al bienestar animal, conservacion
de especies, investigacion, educacion y seguridad en los zooldgicos, esta norma aplica
a todos los zooldgicos ubicados en el territorio nacional, tanto publicos como
particulares y la NOM-126-ECOL-2000 que establecen las especificaciones para la
realizacién de actividades de colecta cientifica de material biolégico de especies de
floray fauna silvestres y otros recursos bioldgicos en el territorio nacional (Diario Oficial
de la Federacion., 2000; Diario Oficial de la Federacion, 2010).
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8.4. Condicionamiento

Se definid en cada locacion un area fisica para la extraccion del semen. Los cinco
ejemplares previamente tuvieron entrenamiento con conductas utilizadas en cetreria.
A partir de estas se procedio a realizar su condicionamiento para lograr la obtencion
de los eyaculados, una vez que los ejemplares toleraban mantenerse sobre un guante

en el brazo de una persona y cubiertos de la vista con la caperuza adecuada.

El condicionamiento consistio en lo siguiente:

1. La persona encargada del aguila entr6 al recinto para sujetar al ave.
Posterior a sujetar al ejemplar, se le coloco la caperuza para evitar estresarlo con
el manejo.

2. Se realiz6 un masaje en la porcion dorsal (Figura 10), el cual consistié en la
aplicacién de un movimiento suave en el dorso en direccion cabeza-cloaca, hasta
tocar los huesos pélvicos, repitiéndolo hasta que el ave presentd signos de
relajacion, seguido de un masaje desde el area ventral hasta la cloaca. Este
procedimiento se continué hasta que el ejemplar mostr6 conducta de cépula
(Picoteo, vocalizacién, bajar y extender las plumas timoneras, intento por
empalmar la cloaca con la de la hembra, debido al manejo, intent6é hacer contacto
con la mano que realizé el estimulo).

3. Cuando el ejemplar mostré conducta de cépula, se procedio a evertir la cloaca,
haciendo una ligera presion en la misma para provocar la expulsion del seme o
secrecion cloacal, que se recolectaron con una micro pipeta graduada.

4. Posteriormente se permitid descansar al ejemplar unos minutos y se repitié el

procedimiento, aproximadamente tres intentos al dia por sesion en cada ejemplar.
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Figura 10. Masaje dorso-ventral de un ejemplar macho
adulto de Aguila real para la obtencién seminal.

Las sesiones de condicionamiento, se realizaron dos veces por semana con un
maximo de tres estimulos por individuo, sin establecer horarios, para que el
entrenamiento no lo relacionaran los ejemplares con alguna otra actividad o evento
casual concurrente. En la tabla 4 se muestra el protocolo que se siguié para el
entrenamiento de los ejemplares, estableciendo criterios para evaluar el avance en la
conducta y una estimacion en porcentaje del avance para llegar al objetivo. El
condicionamiento de las conductas, se reforz6 de manera positiva después de cada
sesién y segun el criterio de avance, utilizando como refuerzo positivo el alimento que

integraba su dieta diaria.
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Tabla 4. Criterios de avance para el entrenamiento y obtencion de semen de los ejemplares

Aquila chrysaetos.

Conducta Criterio conductual Indicador fisiolégico Avance
Desensibilizacion/ Ave tranquila sin Acomodo de garras en 10 %
Tolerancia de 3 personas movimientos guante
presentes
Tolerancia/
Contacto con presién en Ave sin movimiento Relajacion de alas 20 %
region dorsal
Tolerancia de estimulo 1/ Permanencia de Relajacion de alas 30 %
Masaje en zona dorsal garras en guante
(Figura 8)
Tolerancia contacto Permanencia de Ligera inclinacion 40 %
cloacal / garras en guante frontal
Contacto con presién en
region cloacal.
Tolerancia a estimulo 2/ Permanencia de Movimiento de copula 60 %
Masaje en region cloacal garras en guante
Estimulacién por Masaje  Extension y relajacion  Extensién y relajacion 80 %
Dorso-ventral de alas de alas con
vocalizacion
Estimulo o excitacion / Eversion de cloaca Eversion repetida de 90 %
Contacto en cloaca cloaca
(Figura 9)
Levantamiento de timony Extension y relajacion Contracciones de 95 %
presion en cloaca de alas Contracciones cloacay
(Figura 10) en cloaca Vocalizacion
Eyaculacién. Eyaculacion Presencia de 100 %

eyaculado
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8.5. Recoleccion de muestra
Debido a que las aves ya se encontraban familiarizadas con el procedimiento, cuando
se realizo la recoleccidn de las muestras seminales en su época reproductiva (febrero-

marzo) presentaron menor estrés, por lo que fue mas facil el manejo.

El procedimiento fue el siguiente:

1. Del mismo modo que en el condicionamiento, la persona encargada del ave era
quien entraba en primer lugar al recinto para percharla, colocarle la caperuza o
sujetarla.

2. Se iniciaba el masaje dorso-ventral con la estimulacion de la cloaca.

3. Se evertia la cloaca y se hacia una ligera presion en la misma para provocar el
eyaculado (Figura 11).

4. Con la ayuda de una micro pipeta graduada se recolectaron las muestras
directamente de la cloaca, que posteriormente se coloc6 en tubos Eppendorf
los cuales contenian medio Lake y/o los medios con diferentes viscosidades
(Figura 12).

5. Lo obtenido en cada masaje se observaba al microscopio para comprobar la
presencia de espermatozoides, asi como también, se colocaba una gota en el
refractbmetro para determinar la densidad que presentaba (Figura 13).

6. Las muestras control y las 3 condiciones con viscosidades modificadas se
conservaron en congelacion.

7. En total se obtuvieron 5 eyaculados para cada grupo.

P
. Pl
Figura 11. Eversion y presion en la cloaca para estimular la eyaculacion.
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Figura 12. Recoleccién del eyaculado con ayuda de una micro pipeta
graduada

Figura 13. Evaluacién de la muestra
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8.6. Determinacion de densidades

Se determind en eyaculados obtenidos directo de la cloaca de las aves, para ello, se
depositaron 20 pl del semen sobre el prisma de un refractdmetro portatil con un tamafo
de 27x40x160 mm, modelo CVQ-4012, su rango de medicion va de 0-32% BRIX,
precision 0.2% y una compensacion de temperatura de 10°-30°C, que determina la
concentracion de azucares presentes en la solucidén, se observaron y se registraron
los niveles indicados de refraccion y se estimé el grado de densidad en porcentaje
(Calderon, 2015).

8.7. Determinacion de la viscosidad

La viscosidad se determind utilizando un viscosimetro Cannon- Manning Semi-Micro
(Tamafo 50, Instrumento Cannon, PA). El viscosimetro esta formado por dos tubos,
uno mas grueso que el otro, para determinar la viscosidad se sumergio el tubo delgado
en la muestra y se hizo succién con el tubo grueso para que la muestra fluyera a una
marca determinada, para posteriormente, girar el instrumento en su posicion vertical
normal y dejar fluir el liquido por encima de otra marca especifica. La muestra tuvo que
recorrer el tubo libremente de una marca a la otra para obtener el tiempo de flujo.

Se calculo la viscosidad cinematica de la muestra en mm2/s (cSt) multiplicando el
tiempo de flujo en segundos por la constante del viscosimetro (Co= 0.003812). Para
obtener la viscosidad en micropascales por segundo (mPa/s), se multiplico la

viscosidad cinematica en mm?2/s (cSt) por la densidad en gramos por mililitro.

8.8. Disefio de medios con distinta viscosidad

Con la secrecion que se obtuvo de la cloaca de los machos y hembras en etapa
reproductiva, se disefiaron las alicuotas con medio Lake, para obtener condiciones de
viscosidad inferiores, igual y mayor a la viscosidad que presentaron en promedio las
determinaciones en la secrecion cloacal. Para la modificacion de la viscosidad de los
medios de dilucidén, se ajustaron las alicuotas de medio Lake con la adicion de
diferentes concentraciones de Ficoll (10, 30 y 45%), incluyendo 6% de DMA para tener
tres condiciones de evaluacién ademas del grupo control (Medio Lake), y asi completar

las condiciones del estudio (Tabla 5).
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Tabla 5. Conformacion de las diferentes condiciones de viscosidad del medio de conservacion
de los espermatozoides de Aguila real.

Condicién Medio de conservacion de espermatozoides
1 Eyaculado (50 pl) + DMA (6%)
2 Eyaculado (50 pl) + DMA (6%) + Ficoll (10%).
3 Eyaculado (50 pl) + DMA (6%) + Ficoll (30%)
4 Eyaculado (50 pl) + DMA (6%) + Ficoll (45%)

En cada condicién se determinaron parametros espermaticos basicos (volumen, color,
concentracion, motilidad, viabilidad y morfologia espermatica), parametros de
capacitacién, reaccion acrosomal y presencia y distribucion de carbohidratos

membranales.

8.9. Conservaciéon seminal

Las muestras se conservaron In vitro en diluyente Lake que esta compuesto por
glutamato de sodio monohidratado (19.2 g/L), fructosa (8 g/L), acetato de potasio (5
g/L) y acetato de magnesio (0.8 g/L), suplementado con 10, 30 y 45% de ficoll y se les
adicion6 6% de DMA para su posterior congelacion. Las muestras se depositaron a

5°C en hielo para comenzar a disminuir la temperatura.

8.10. Criopreservacion

Se empled la técnica de congelacion lenta modificada por Herrera & col., (2005), en la
cual a alicuotas de 50 pl de eyaculado se les afiadi6 10 pl de crioprotector (DMA 6%)
y se homogenizaron. Posteriormente se introdujo el eyaculado en una pajilla de 0.25
ml la cual fue sellada con alcohol polivinilico y se deposité en hielo a 5°C durante 3
minutos. Transcurrido este tiempo de adaptacion al frio, las pajillas se sometieron a
vapores de nitrégeno liquido por 10 minutos y enseguida se sumergieron en nitrogeno
liquido a -196°C donde permanecieron hasta su descongelacion.

Previo a realizar el proceso de descongelacién, en una platina a 38°C se colocaron

tubos Eppendorf, portaobjetos y cubreobjetos. Realizada esta actividad, se sacaron
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las pajillas del tanque de nitr6geno, para permanecer a temperatura ambiente por 3
segundos. Se introdujo la pajilla en agua a 38°C por 30 segundos para depositar su
contenido en uno de los tubos Eppendorf que estaban en la platina a 38°C, para

comenzar su evaluacion.

8.11. Evaluacion espermatica bésica.

8.11.1. Volumen y concentracion

El semen se colecté con una pipeta graduada, con la cual se pudo determinar el
volumen del eyaculado. La concentracion espermatica se determin6 con el uso de una
camara de Neubauer (Herrera & col., 2013; Ricart & col., 2015; Umapathy & col., 2005).

8.11.2 Movilidad, viabilidad y morfologia

Para determinar la movilidad espermatica, se tomaron 10 ul de muestra del eyaculado,
se depositaron sobre un portaobjetos precalentado a 38°C, se observo al microscopio
Optico a 40X la proporcion de espermatozoides que mostraron movimientos rectilineo
y progresivo. Para determinar la viabilidad y morfologia espermética se realizaron frotis
con la tincion de eosina-nigrosina, para ello, se tomaron alicuotas de 10 pl del semen
diluido y se depositaron en una laminilla, a la cual se le agregaron 2 pl de eosina 1%y
nigrosina 5%, para homogenizar y hacer un frotis, el cual se dej6é secar por al menos
5 minutos, posteriormente, se observd con el microscopio con objetivo 40X. La
morfologia se evalud con la misma laminilla con la que se observé la viabilidad
espermatica con el objetivo a 40X, para determinar anormalidades en cabeza, cuello

y cola.

8.12. Indicadores de capacitacion y reaccion acrosomal.

Los parametros de reaccion acrosomal se determinaron con un volumen final de 50 pl
(15 pl del eyaculado, 15 pl de medio Lake y 20 pl de CTC [concentracion final de 0.009
M]), se incubd durante 30 min a 38°C en obscuridad, cuando transcurrié el tiempo final
se determind si se presento reaccidn acrosomal espontanea (Herrera & col., 2017).

Debido a que la CTC es un compuesto fluorescente que presenta fluorescencia a la
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luz ultravioleta y tienen la capacidad de quelar el calcio, con su uso se identifican
espermatozoides con patrones de fluorescencia asociados a capacitacion y reaccion
acrosomal dependientes de la presencia y localizacion del Ca?*, que al ser expuestas
al laser de un microscopio de fluorescencia emiten un color amarillo (Herrera & col.,
2017; Ricart & col., 2015). Los patrones de fluorescencia fueron clasificados en tres:
Espermatozoides no capacitados, fueron los que presentaron una fluorescencia
intensa en todos sus segmentos; Espermatozoides capacitados, fueron los que
presentaron fluorescencia intensa brillante en el segmento ecuatorial y con menor
intensidad en la cabeza y cola; Espermatozoide con reaccion acrosomal espontanea,
fueron los que presentaron fluorescencia disminuida en el segmento ecuatorial, menor
intensidad en la cola y nula en la region acrosomal (Herrera & col., 2017).

La técnica para evaluar los indicadores morfofisioldgicos de espermatozoides no
capacitados, capacitados y con reaccién acrosomal ha sido validada por estudios
realizado por Camarillo & col., (2019), mediante la co-incubacién de espermatozoides
de gallo con proteinas de la unién Utero-vaginal, asi como con MPV, para inducir en
alicuotas con espermatozoides condiciones de descapacitacion y capacidad de
reaccion acrosomal, respectivamente. Se distinguieron tres patrones de fluorescencia
caracteristica que se observan con la tincion de CTC (Camarillo & col., 2019).

En el presente estudio se determind la no capacitacion, capacitacion y reaccion
acrosomal espontanea en espermatozoides descongelados de aguila real. Estos
indicadores se determinaron mediante la fluorescencia observada con la tincion de
CTC (Figura 14).

Espermatozoide No capacitado Espermatozoide Capacitado = Espermatozoide Reaccionado

Figura 14. Patrones de fluorescencia determinados con la tincion CTC.
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8.13. Presenciay distribucion de N-acetilglucosamina y acido sialico.

Para evaluar el efecto del proceso de congelacién-descongelacion sobre la membrana
plasmatica de los espermatozoides, y el efecto protector de la viscosidad en los
diferentes tratamientos empleados para conservar a los espermatozoides obtenidos
por eyaculacién, se utiliz6 una lectina para el reconocimiento de determinados
carbohidratos que se encuentren en la membrana plasmatica. La lectina utilizada fue
la WGA la cual se une a residuos de N-acetilglucosamina y/o acido sialico, que son
dos de las glicoproteinas de reconocimiento gamético, esta lectina fue conjugada con
isotiocinato de fluoresceina (FITC). La evaluacién se realiz6 con un volumen final de
50 pl (15 pl del eyaculado, 25 pl de medio Lake y 10 pl de la lectina WGA
[concentracidn final de 15 mg/ml]). Se incubd por 20 minutos a 38°C en obscuridad,
posteriormente se centrifugaron a 600g por 3 minutos para retirar el sobrenadante y
suspender el paquete celular en 15 pl de etanol frio. Se realizdé un control negativo
incubando a la lectina con su azucar antes de ponerlas en contacto con los
espermatozoides. De los paquetes marcados se hicieron preparaciones para analizar
al menos 100 células por preparacion a 1000 aumentos en un microscopio de
fluorescencia a 260 nm, y se determinaron los patrones de fluorescencia y la
proporcién de espermatozoides tefiidos y su clasificacion.

Con el uso y co-incubacion de la lectina FITC-WGA con espermatozoides, se
determinaron tres patrones caracteristicos de fluorescencia en los espermatozoides
(Figura 15):

e Patron A: Espermatozoides que presentaron una fluorescencia intensa en todos
Sus segmentos.

e Patron B: Espermatozoides que presentaron fluorescencia intensa brillante en
el segmento ecuatorial y con menor intensidad en la cabeza y cola.

e Patron C: Espermatozoides que presentaron fluorescencia disminuida en el

segmento ecuatorial, menor intensidad en la cola y nula en la regiébn acrosomal.
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Patrén A Patron B Patrén C
Figura 15. Patrones de fluorescencia determinados con la lectina FICT-WGA.

8.14. Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza ANOVA para los tratamientos. Donde las variables
explicativas fueron los tratamientos (diferente proporcién de ficoll en el medio de
conservacion) y las variables de respuesta fueron la movilidad, viabilidad, morfologia
y en el caso de la distribucién de calcio y de carbohidratos membranales fueron los
espermatozoides descapacitados, capacitados y con reaccién acrosomal.

Se realiz0 la prueba Tukey para la diferencia de medias, todas las pruebas estadisticas
se realizaron con un nivel de significancia de P <0.05.

El andlisis estadistico se llevé acabo utilizando el software estadistico IMP-13 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA).
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9. RESULTADOS

Durante las 17 semanas de trabajo del 01 de diciembre de 2018 al 01 de marzo de
2019, se llevaron a cabo 32 sesiones de monitoreo, en las que se realizaron 160
contactos con los ejemplares, con un total de 480 estimulos realizados con el masaje
dorso-ventral a los cinco ejemplares.

De los 480 estimulos realizados se obtuvieron 20 eyaculados como resultado final, de
los cuales, 12 eyaculados fueron de un solo ejemplar, mismos que representaron el
60% del total de los eyaculados obtenidos, de igual manera se obtuvieron 5 eyaculados
de otro ejemplar y 3 méas de diferente ejemplar, que representan el 25% y 15%
respectivamente del total de eyaculados. Es importante mencionar que de dos
ejemplares no se consiguié obtener ningun eyaculado, sin embargo, en uno de ellos
se logré un avance conductual del 70% sin llegar a la eyaculacién, del segundo
ejemplar no se obtuvo mas del 40% del comportamiento conductual esperado (Tabla
6).

Tabla 6. Parametros por ejemplar, para la obtencién de eyaculados de A. chrysaetos.

N° De Edad Avance N° de eyaculados Eyaculados
Ejemplar (Anos) conductual obtenidos obtenidos
(%) (%)
1 12 100 12 60
2 8 100 5 25
3 10 100 3 15
4 10 70 0 0
5 4 40 0 0

En los Indicadores de eyaculados recién recolectados, al realizar las evaluaciones
en fresco, se determin6 un volumen promedio de 12 pl, con intervalo entre 7 a 18 pl.
La concentracion espermatica promedio fue de 4x102 espermatozoides/ul con intervalo
entre 3 a 5x10° espermatozoides/ul. La movilidad espermatica promedio fue del 75%
con intervalo de 60% a 90%.
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9.1 Viscosidad de eyaculados y de medios para la conservacion in vitro

La viscosidad que se determind en el semen recién eyaculado fue de 3.2320 mPal/s,
la cual fue mayor a la determinada en el medio Lake que fue de 0.4155 mPa/s y a la
viscosidad de alicuotas seminales diluidas para su conservacién en refrigeracion

utilizando medio Lake, en las cuales la viscosidad fue de 0.26 mPa/s.

En las alicuotas de medio Lake suplementadas con 6% de DMA y 10% de ficoll se
logré un ajuste de la viscosidad de 2.1698 mPa/s, menor al eyaculado fresco recién
obtenido en aproximadamente 33%. Cuando el porcentaje de ficoll fue del 30%, la
viscosidad fue del 3.5393 mPal/s, similar al eyaculado fresco recién obtenido y cuando
el porcentaje de inclusion de ficoll fue de 45%, la viscosidad obtenida fue de 6.1123
mPa/s, mayor al eyaculado fresco recién obtenido, en aproximadamente un 200%
(Tabla 7).

Tabla 7. Parametros de viscosidad de los eyaculados de A. chrysaetos y de los medios de
conservacion seminal (n=5).

Condiciones °Brix GE* mm?/s**  mPa/s***
Semen 7 1.028 3.1449 3.2320
Liguido oviductal 7 1.028 0.7672 0.7818
Lake 3 1.012 0.4106 0.4155
Semen + Lake 5 1.020 0.2554 0.2605
Semen + Lake + 6% DMA + Ficoll (10%) 17 1.070 2.0279 2.1698
Semen + Lake + 6% DMA + Ficoll (30%) 28 1.120 3.1601 3.5393
Semen + Lake + 6% DMA + Ficoll (45%) 30 1.130 5.4092 6.1123

* Tabla de conversién de °Brix a Gravedad especifica (GE) del National Institute of Standards and
Technology (NIST)

**Se obtiene multiplicando la viscosidad (S) por la constante de flujo=0.003812

***Se obtiene mediante la multiplicacion de la viscosidad por mm?/s por la GE
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EVALUACION SEMINAL BASICA
POST DESCONGELACION.
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9.3. Parametros de evaluacion seminal basica post descongelacion

Los parametros de evaluacion seminal basica, mostraron resultados con tendencia
similar en los porcentajes de viabilidad, sin embargo, la movilidad y morfologia se
vieron afectadas cuando se compararon los resultados para los diferentes tratamientos

empleados es este estudio.

La Viabilidad espermatica, que se presenta en la tabla 8 (x+EE), muestra que el grupo
control mostré un porcentaje de 61%, el cual fue estadisticamente similar (p>0.2) a los
porcentajes determinados en alicuotas con 10% de ficoll (74%), 30% de ficoll (81%) y
de 45% de ficoll (80%). En los cuales se estimo un incremento de entre el 15% al 20%

adicional.

Con respecto a la movilidad espermatica, los porcentajes determinados también se
presentan en la tabla 8 (xEE). El porcentaje determinado en el grupo control fue de
149%, el cual fue mayor (p<0.05) a los porcentajes determinados en alicuotas con 10%
de ficoll (0.8 %), 30% de ficoll (0.4%) y de 45% de ficoll (0%). En los cuales se evidencia
una disminucion de la movilidad cuando se incrementa el porcentaje de inclusion de

ficoll.

Tabla 8. Porcentajes de viabilidad y movilidad esperméatica en diferentes condiciones de
viscosidad post descongelacion (XtEE).

Medios Control Ficoll 10%  Ficoll 30%  Ficoll 45%
Indicadores (%) (X+EE) (X+EE) (X+EE) (X+EE)
Viabilidad 61.85+7.20% 74.54+7.20% 81.33+7.20% 80.84+7.202
Movilidad 14.6+£3.182 0.8+3.18° 0.4+3.18° 0+3.18°

Valores en la misma linea, con diferente literal, indica diferencia estadistica p<0.05 (ANOVA, n=5).

Las anormalidades morfoldgicas, que se presentan en la tabla 9 (xxEE), muestran
que el grupo control presenté un porcentaje de 67% de anormalidades en cabeza, el
cual fue estadisticamente similar (p>0.05) a los porcentajes determinados en alicuotas
con 10% de ficoll (41%), 30% de ficoll (48%) y de 45% de ficoll (42%). En los cuales
se estim6 un decremento de entre el 20 al 25% adicional, sin encontrar diferencia entre

ellos (p<0.1).
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Con respecto a las anormalidades de cuello, que también se presentan en la tabla 9
(xtEE), el porcentaje determinado en el grupo control fue de 32%, el cual fue similar
(p>0.5) a los porcentajes determinados en alicuotas con 10% de ficoll (19%), 30% de
ficoll (36%) y de 45% de ficoll (34%), sin encontrar diferencia estadistica (p=0.5)

En relacién con las anormalidades de cola (Tabla 9), se observé que el grupo control
presentd un porcentaje de 0%, el cual fue menor (p<0.05) a los porcentajes
determinados en alicuotas con 10% de ficoll (38%), 30% de ficoll (14%) y de 45% de

ficoll (22%). En los cuales se estim6 un incremento de entre el 15% al 39%.

Tabla 9. Porcentajes de anormalidades espermaticas en diferentes condiciones de viscosidad
post descongelacion (XtEE).

Anormalidades Control Ficoll 10% Ficoll 30% Ficoll 45%

(%) (X£EE) (X£EE) (X£EE) (X£EE)
Cabeza 67.11+8.59% 41.81+8.592 48.75+8.59% 42.78+8.592
Cuello 32.89+9.28% 19.83+9.28% 36.25+9.28% 34.39+9.282
Cola 0+6.79°¢ 38.36+6.792 14.9946.79°¢ 22.83+6.792°
Total 33.33+8.22  33.33+8.22 33.33+8.22  33.33+8.22

Valores en la misma linea, con diferente literal, indica diferencia estadistica (Cabeza p=0.17/ Cuello
p=0.59/ Cola P>0.008) ANOVA, n=5.
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DETERMINACION CON CTC
POST DESCONGELACION

Espermatozoides no capacitados, capacitados
y con reaccion acrosomal espontanea.
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9.4. Espermatozoides con diferente condicion fisioldgica.

9.4.1 Espermatozoides no capacitados

El porcentaje de espermatozoides no capacitados, que se presenta en la gréfica 1
(x+EE), muestra que el grupo control presenté un porcentaje de 37%, el cual fue similar
(p>0.05) al porcentaje determinado en el grupo con 10% de ficoll (39%), pero mayor
(p<0.05) a los porcentajes determinados en los grupos con 30% de ficoll (23%) y de
45% de ficoll (25%). En los cuales se estim6 un decremento de entre el 10% al 15%

adicional cuando se incrementa el porcentaje de viscosidad.

Gréfica 1. Porcentajes de espermatozoides no capacitados en diferentes concentraciones de
ficoll post descongelacién determinados con CTC (X+EE).
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VISCOSIDAD

Valores entre columnas con diferente literal, indica diferencia estadistica p>0.03 (ANOVA, n=5)
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9.4.2 Espermatozoides capacitados.

El porcentaje de espermatozoides capacitados, que se presenta en la grafica 2 (xtEE),
muestra que el grupo control presentd un porcentaje de 34%, el cual fue similar
(p>0.05) al porcentaje determinado en el grupo con 10% de ficoll (39%). De manera
similar a lo observado en los datos de espermatozoides no capacitados, el grupo
control tuvo menor (p<0.05) porcentaje de espermatozoides capacitados que los
grupos con 30% de ficoll (59%) y de 45% de ficoll (60%). En los cuales se estim6 un

incremento del 25% adicional cuando aumenta el porcentaje de viscosidad.

Gréfica 2. Porcentajes de espermatozoides capacitados en diferentes concentraciones de
ficoll post descongelacion determinados con CTC (X+EE).
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Valores entre columnas, con diferente literal, indica diferencia estadistica p>0.0005 (ANOVA, n=5)

54



9.4.3 Espermatozoides con reaccion acrosomal espontanea.

El porcentaje de espermatozoides con reaccion acrosomal espontdnea, que se

presenta en la gréafica 3 (xxtEE), muestra que el grupo control y el grupo con 10% de

ficoll presentaron los porcentajes mas altos (P<0.05) de reaccion acrosoma (27 y 21

respectivamente) en comparacion con los porcentajes determinados en los grupos con
30% de ficoll (16%) y de 45% de ficoll (13%).

Grafica 3. Porcentajes de espermatozoides con reaccion acrosomal espontanea en
diferentes concentraciones de ficoll post descongelacién determinados con CTC (X+EE).
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Valores entre columnas, con diferente literal, indica diferencia estadistica p>0.02 (ANOVA, n=5)
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9.5. Espermatozoides vivos vs. Parametros determinados con CTC

Como se puede observar en la gréfica 4, el aumento de la viscosidad de los medios
de conservacion, incrementa el porcentaje de espermatozoides vivos, sin embargo, en
los medios de mayor viscosidad (30% y 45%) aumento significativamente el porcentaje
de espermatozoides capacitados. De acuerdo a la relacién entre el porcentaje de
espermatozoides vivos con el porcentaje de espermatozoides con diferente condicion
fisiol6gica, el medio con inclusion de ficoll al 10% demostré ser el medio mas eficiente
para la conservacion de espermatozoides de 4guila real, al aumentar el porcentaje de
espermatozoides vivos y espermatozoides no capacitados, aunado a la disminucion
del

comparacion al grupo control, sin aumentar de manera significativa el porcentaje de

porcentaje de espermatozoides con reaccion acrosomal espontanea, en

espermatozoides capacitados, a diferencia de lo determinado en los grupos con mayor
viscosidad.

Gréfica 4. Porcentajes de espermatozoides vivos vs. Espermatozoides con diferente
condicion fisiologica en diferentes concentraciones de ficoll post descongelacion.
Vivos o Reaccionados
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Determinacion con FICT-WGA
POST DESCONGELACION

Patron A, patron B y patron C.
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9.6. Espermatozoides con diferentes patrones de fluorescenciade acuerdo

ala distribucion de N-acetilglucosamina y acido sialico.

9.6.1 Espermatozoides con patrén A.

El porcentaje de espermatozoides que presentaron el patrén A, que se presenta en la
grafica 5 (xxEE), muestra que el grupo control present6 un porcentaje de 38%, el cual
fue mayor (p<0.05) a los porcentajes determinados en los grupos con 10% de ficoll
(16%), 30% de ficoll (13%) y de 45% de ficoll (20%). En los cuales se estimd un
decremento de entre 20% a 25% adicional, cuando incrementa el porcentaje de
inclusion de ficoll. Entre los grupos con viscosidad modificada no se determiné
diferencia significativa (p>0.05).

Grafica 5. Porcentajes de espermatozoides con patrén A en diferentes concentraciones de

ficoll post descongelacion determinados con lectina WGA (X+EE).
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9.6.2 Espermatozoides con patron B.

El porcentaje de espermatozoides que presentaron el patrén B, que se presenta en la
grafica 6 (x+EE), muestra que el grupo control presenté un porcentaje de 13%, el cual
fue menor (P<0.05) a los porcentajes determinados en los grupos con 10% de ficoll
(35%), 30% de ficoll (39%) y de 45% de ficoll (32%). En los cuales se estim6 un
incremento de entre 20% a 25% adicional, cuando incrementa el porcentaje de
inclusion de ficoll. Asi mismo entre los grupos con viscosidad modificada no se

determiné diferencia significativa (p>0.05).

Gréfica 6. Porcentajes de espermatozoides con patréon B en diferentes concentraciones de
ficoll post descongelacion determinados con lectina WGA (X+EE).
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9.6.3 Espermatozoides con patron C.

El porcentaje de espermatozoides que presentaron el patron C, que se presenta en la
grafica 7 (xxEE), muestra que el grupo control presentd un porcentaje de 47%, el cual
fue similar (p>0.05) a los porcentajes determinados en los grupos con 10% de ficoll
(48%), 30% de ficoll (47%) y de 45% de ficoll (58%).

Grafica 7. Porcentajes de espermatozoides con patron C en diferentes concentraciones de
ficoll post descongelacion determinados con lectina WGA (X+EE).
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10. DISCUSION

En las ultimas 4 décadas, se han logrado avances en la gestion de poblaciones ex situ
de diversas especies de aves, sin embargo, independiente a los excelentes resultados
obtenidos con los halcones como el peregrino y buitres como el condor de California
la reproduccion en cautiverio sigue siendo poco exitosa, especialmente para las
especies amenazadas o en peligro de extincion como el aguila real (Blanco & col.,
2002; Dogliero & col., 2016). Se considera que las dificultades del cautiverio para la
reproduccion de las especies, se debe en gran parte a las necesidades particulares de
cada especie de acuerdo a su biologia, asi como a una probable susceptibilidad al
estrés por cautiverio debido al manejo que ocasiona asincronias e incompatibilidad
entre macho y hembra (Blanco & col., 2002; Dogliero & col., 2016). Es por lo anterior,
gue las TRAA comenzaron a incorporarse en los programas de conservacion, no
obstante, se han encontrado resultados variables y poco favorables en algunas
especies de aves, entre las que destaca el aguila real. Aunado a esto, se observo que
el mal manejo del ejemplar para la recoleccion de muestras bioldgicas, ocasionaba
una deficiencia en la calidad seminal (Herrera & col., 2017). Lo que hace evidente que
el conocimiento de las caracteristicas seminales de las especies, aunado a la mejora
de los métodos para la obtencion y recoleccion seminal, son cruciales para desarrollar
programas de conservacién con un mejor porcentaje de éxito (Dogliero & col., 2016;
Villaverde-Morcillo & col., 2015).

Se ha estudiado poco sobre la importancia del condicionamiento en la recoleccion
seminal de las aves silvestres, asi como la importancia de las caracteristicas fisicas y
qguimicas de la secrecion cloacal y el plasma seminal, por lo que no se ha detallado
gue caracteristicas naturales son necesarias en el medio de conservacién seminal
para mejorar el porcentaje de viabilidad espermatica y capacidad fertilizante de los
espermatozoides durante su almacenamiento. Por lo que en el presente estudio se
pretendio evidenciar el efecto del condicionamiento en la obtencion seminal del aguila
real, asi como el efecto de la viscosidad del medio de conservacion seminal durante la
conservacion in vitro de espermatozoides de aguila real y los cambios fisiologicos que

presentan durante su almacenamiento, en cuanto a movilidad, viabilidad, morfologia,
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capacitacion y reaccion acrosomal, estos dos ultimos mediante el flujo de calcio, asi
como de la presencia y distribucion de ciertos carbohidratos membranales.

10.1 Condicionamiento y recoleccion de muestras

El condicionamiento operante (CO) con refuerzo positivo, reduce de manera
significativa conductas que pueden presentar riesgos tanto para el animal como para
el personal (Miniera & col. 2011). De acuerdo a Starling (2013), la eficacia del CO esta
vinculada a la capacidad de aprendizaje de cada ejemplar, la habilidad del entrenador
al aplicar el entrenamiento y la interaccion rutinaria con el ejemplar. En el presente
estudio se alcanzaron las conductas deseadas en los ejemplares para el estimulo con
el masaje dorso-ventral y la posterior obtencién seminal sin incidentes con el personal
o los animales. Con estos resultados se evidencia que el entrenamiento correcto y
eficiente, no expone en ningln momento la integridad de los ejemplares o
entrenadores y permite la obtencion de semen, como lo sefialan Herrera & col. (2013).
Sin embargo, es importante indicar que existen factores conductuales propios de cada
ejemplar que se reflejan en la cantidad de eyaculados que se obtienen (Herrera & col.,
2005).

En las aves, la recoleccién de semen es un método complejo debido al alto porcentaje
de uratos y/o heces que presentan los eyaculados, sin embargo, la técnica de masaje
dorso-ventral ha mejorado el porcentaje de éxito en la obtencion seminal, siendo la
técnica mas utilizada en la actualidad (Herrera & col. 2013). Blanco & col., (2000)
reportaron dificultades en la obtencion de semen debido a la presencia de
contaminantes (orina/heces) en los eyaculados de las aves, las cuales estimularon con
la técnica de masaje dorso-ventral. Sin embargo, Villaverde & col., (2016), no
detectaron contaminantes en los eyaculados, utilizando a un ejemplar entrenado
durante dos afios para la colecta de semen por copula voluntaria. Del mismo modo, en
el presente trabajo se observaron eyaculados contaminados con materia fecal u orina
al inicio del trabajo, sin embargo, esta dificultad disminuy6é durante el periodo de
entrenamiento de los ejemplares. Con los resultados obtenidos en el presente estudio,
se evidencia que el masaje dorso-ventral y el entrenamiento de los ejemplares para la

obtencién seminal, logran la recoleccién seminal sin técnicas invasivas que estresen a
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los ejemplares, evitando comprometer la calidad del eyaculado. No obstante, también
se hace evidente que un ejemplar puede ser un excelente donador y del cual se puede
obtener un gran numero de eyaculados, de tal manera que pueden considerarse para
un programa de reproduccion asistida, pero existen otros ejemplares que pueden tener
una capacidad limita en donar su material genético e incluso encontrar individuos de

los que no se obtenga ningun eyaculado.

10.2 Parametros seminales en fresco

En el presente estudio se determind volumen, concentracion y movilidad espermatica
en fresco. Se observé un volumen seminal promedio de 12 pl, mostrando diferencia
con lo reportado por Villaverde & col., (2016), en el cual reportan un volumen promedio
para el aguila real de 31.8 pl. La diferencia de 19.8 puntos porcentuales puede
entenderse por la variabilidad en el volumen que present6 el ejemplar con el que
trabajaron (1-115 pl), el cual fue entrenado durante dos afios para permitir la obtencion
seminal, a diferencia de la cantidad de ejemplares que se usaran en este trabajo, asi
como el tiempo que se estuvo trabajando con ellos. Se hace evidente que la
variabilidad en el volumen de los eyaculados depende de cada ejemplar (Kim & Yang,
2001) y de la tolerancia que tengan al manejo.

Con respecto a la concentracion espermatica, Villaverde & col., (2016), reportan una
concentracion promedio para el aguila real de 467.7x10° espermatozoides/ml,
encontrando eyaculados azoospermicos al inicio y al final de la temporada
reproductiva. En el presente estudio, la concentracidbn espermatica promedio
determinada fue de 4x10° espermatozoides/ul. Estas diferencias se pueden explicar
por el efecto individual de la especie en diferentes regiones geograficas (Kim & Yang,
2001). Sin embargo, Herrera & col., (2005), reportaron un rango de concentraciones
para el halcén cola roja de 5-50x102 espermatozoides/eyaculado. Tomando en cuenta
el tamafio, lo reportado para el aguila real es una concentracibn muy baja en
comparacion al halcon, no obstante, se debe considerar, que el aguila real es una
especie mondgama con una estacionalidad reproductiva marcada (Eccardi, 2008). Lo
anterior puede explicar la baja concentracidbn espermatica; por ser una especie

monogama no se requiera competencia espermatica.
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En cuanto a la movilidad espermatica, Villaverde & col., (2016), reportaron que en
eyaculados recién obtenidos, el porcentaje promedio de movilidad fue de 46.7%, en
contraste con lo reportado en este trabajo, en el cual se determiné una movilidad
espermatica promedio de 75% en eyaculados recién obtenidos, similar a lo reportado
por Herrera & col., (2005), en el cual reportan una movilidad promedio para los
espermatozoides de halcon cola roja de 67% utilizando la técnica de masaje dorso-
ventral para la obtencion seminal. La diferencia entre los reportes de movilidad
espermatica de aguila real, de aproximadamente 30% puede explicarse por el
utilizado. Esto sugiere que la calidad del semen obtenido por masaje dorso-ventral
puede ser mayor a la obtenida por copula cooperativa.

10.3 Efecto de la viscosidad en eyaculados

La viscosidad seminal es diferente en cada una de las especies, ya que es una
caracteristica especifica que permiten al espermatozoide sobrevivir. Especificamente
se ha estudiado esta caracteristica en los camélidos, los cuales presentan una
viscosidad seminal alta que permite a los espermatozoides sobrevivir en el aparato
reproductor de la hembra para la posterior fertilizacion (Casaretto & col., 2012). Debido
a que otros mamiferos no tienen un plasma seminal tan viscoso, se han realizado
estudios para evaluar el impacto de esta caracteristica en otras especies. Hirai & col.
(1997), modificaron la viscosidad del medio de conservacion para el semen de toro,
encontrando que una mayor viscosidad disminuye la movilidad de los
espermatozoides, asociandolo a un aumento en la viabilidad espermatica.
Particularmente, en las aves no se ha estudiado la importancia de la viscosidad del
semen, pero se han realizado estudios en gallo y pavo, en los cuales se ha
determinado que el plasma seminal presenta hasta 822 y 607 proteinas
respectivamente (Baskt & Bauchan., 2016). Estas proteinas, ademas de tener un papel
importante en la conservaciéon de los espermatozoides en el aparato reproductor de la
hembra, como lo reportaron Vargas, (2018) y Camarillo & col., (2019), pueden ser las
responsables de la viscosidad seminal. De acuerdo a los resultados obtenidos en el
presente estudio, la viscosidad del semen de aguila real es de 3.2320 mPas/s,
mientras que el medio Lake present6 una viscosidad de 0.4155 mPas/s, que es 90%
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inferior a la viscosidad natural del semen. Posteriormente se determiné la viscosidad
de las alicuotas seminales diluidas con medio Lake, estableciendo una viscosidad de
0.2605 mPas/s, la cual representa aproximadamente el 8% de la viscosidad natural
del semen. Debido a que no se han realizado estudios que evallen la viscosidad de
los eyaculados de las aves o de los medios de conservacion, los resultados
determinados en el presente estudio evidencian que el medio de conservacion
disminuye la viscosidad natural del semen, lo cual puede afectar la viabilidad

espermatica durante su conservacion.

10.4 Parametros seminales basicos post descongelacién.

Los espermatozoides de aves rapaces son morfolégicamente similares a los de las
aves domésticas, sin embargo, las caracteristicas especificas de su membrana
plasmatica son distintas, lo cual puede reflejarse en la diferente capacidad de
responder al mismo protocolo de criopreservacion (Blanco & Hofle, 2003; Herrera &
col., 2005).

Herrera & col., (2005), reportan una viabilidad promedio de 82% utilizando DMSO y
83% con PVP en espermatozoides de halcon cola roja (Buteo jamaicensis) post
descongelados. Cruz, (2016), reporta una viabilidad promedio de 58% con DMSO y
75% con glicerol en espermatozoides de halcon Harris (Parabuteo unicinctus).
Mientras, Villaverde & col., (2016), reportan que no hay diferencias significativas en el
efecto de glicerol o DMA como crioprotectores al usarlos en la criopreservacion de
espermatozoides de aguila real, reportando valores de viabilidad espermatica de 44%
con glicerol y 42% con DMA con una disminuciéon en la movilidad del 70%. En el
presente estudio se determinaron porcentajes mayores de viabilidad espermatica
(75%) con el uso de DMA como crioprotector en la conservacion de espermatozoides
de aguila real que los reportados por otros autores. La diferencia de aproximadamente
los 30 puntos porcentuales de incremento en la viabilidad espermatica obtenida en
este trabajo, se puede explicar por la modificacion de la viscosidad que se realizo a los
medios de conservacion seminal. Determinando que los mayores porcentajes de
viabilidad espermatica se encontraron en los grupos con mayor inclusion de ficoll (30%
y 45%).
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En cuanto a la movilidad espermética, se determiné una reduccion de
aproximadamente 95% en las muestras descongeladas. Esta disminucion se hizo
evidente en los grupos con viscosidades modificadas en los cuales se observé que la
viscosidad disminuia en mayor porcentaje conforme la inclusiéon de ficoll aumentaba,
observando movilidad espermatica nula en el grupo con 45% de ficoll. Se ha
determinado que los espermatozoides de las aves, pueden almacenarse en el aparato
reproductor de la hembra gracias a la presencia de tubulos de almacenamiento
espermatico, los cuales cuentan con secreciones de la unidon Utero-vaginal que
permiten la inactivacion del espermatozoide (Sasanami, 2013). Dentro de los tubulos
de almacenamiento, los espermatozoides son tipicamente inméviles, por lo que se
cree gue son metabdlicamente inactivos, es decir, que se encuentran inactivos debido
al bajo consumo de ATP, que a su vez conduce a una produccion reducida de especies
reactivas de oxigeno favoreciendo la supervivencia espermatica (Bakst, 2015). Existen
varios factores que pueden generar cambios de activacion espermética, entre los que
se encuentra el cambio de osmolaridad (Blanco & col., 2011). El aumento de la
viscosidad en los medios de conservacién seminal con inclusién de ficoll, provoco6 un
cambio en la osmolaridad del medio que se reflej6 en un movimiento flagelar limitado.
Debido a la aparente inactivacion de los espermatozoides en los medios de
conservacion con viscosidad modificada, se explica el aumento en el porcentaje de
viabilidad espermatica por un menor desgaste metabdlico durante su almacenamiento,
donde el ficoll tuvo un papel importante al ser un agente reductor de estrés mecanico
como lo reportaron Kuleshowa & col., (2001).

Asi mismo Kulikova & col., (2014) evaluaron el efecto de la viscosidad con ficoll 70 en
la criopreservacion de espermatozoides de conejo, determinando una disminucién de
aproximadamente 35% en el grupo con ficoll, sin embrago, cuando se incubaron a
37°C, por 30 minutos se observo un aumento de la movilidad de aproximadamente el
10%, demostrando que los espermatozoides se encontraban inméviles, pero no
muertos, activandose en las condiciones adecuadas. Es importante sefialar que aun
cuando en el presente experimento se determind una disminucién importante de
movilidad de los espermatozoides con el uso de ficoll, también se determind un

porcentaje importante en la viabilidad espermatica. Por lo tanto, se abre la posibilidad
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del uso de medios con viscosidades altas para la criopreservacion de semen en las
TRAA. De acuerdo con Herrera & col., (2005), con semen descongelado, con una
reduccion importante de la movilidad espermatica es posible lograr resultados de
fertilidad comparables a los obtenidos con semen fresco. Una causa para que la
fertilidad sea buena, aun con movilidad disminuida, probablemente sea por la
activacion de los espermatozoides una vez se encuentren en el interior del aparato
reproductor de la hembra. De acuerdo a lo reportado en otros trabajos (Arenas & col.,
2010), se ha visto que cuando los espermatozoides estan en contacto con Ca?*
extracelular, ocurren cambios en la actividad mitocondrial, lo cual se relaciona con un
aumento en la movilidad del espermatozoide para su transporte.

Con respecto a las anormalidades, Villaverde & col., (2016), reportan un promedio de
42% de anormalidades post descongelacion en aguila real, diferente a lo determinado
en el presente estudio en el cual se observé 33% de anormalidades. Esta diferencia
de aproximadamente 9 puntos porcentuales se puede explicar por la cantidad de
estimulos realizados a los ejemplares y el volumen que se obtuvo de los eyaculados.
Villaverde & col., (2016) estimularon y obtuvieron eyaculado una vez a la semana, con
mayor volumen y mayor porcentaje de anormalidades, a diferencia de lo realizado en
el presente estudio, en el cual se estimulé y se obtuvo eyaculados dos veces a la
semana, con menor volumen, pero menor porcentaje de anormalidades. Al realizar el
analisis de las anormalidades por segmentos se determinGé un incrementd en
anormalidades de cola en los grupos con viscosidades modificadas, estimando un
incremento de entre el 15% al 39%. Esto se puede explicar por la evidente
criocapacitacion que adquirieron los espermatozoides en los grupos adicionados con
ficoll, que de acuerdo a Lemoine, (2009), el proceso de capacitacion espermatica es

caracterizado por la hiper-activacion, que ocasiona movimiento flagelar acelerado.
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10.5 Espermatozoides no capacitados, capacitados y con reaccion
acrosomal.

Para que la fertilizacion se efectle, es necesario que se lleve a cabo la reaccion
acrosomal, la cual en aves sucede cuando el espermatozoide se pone en contacto con
la MPV del huevo (Nishio & Matsuda, 2017). La reaccion acrosomal es un proceso de
exocitosis enzimatica del espermatozoide para hidrolizar la MPV (Lemoine, 2008). Este
proceso esta mediado por el flujo del calcio al interior del espermatozoide, el cual
puede ser detectado in vitro a través de un componente fluorescente como la CTC que
determina la actividad del calcio iénico en los espermatozoides.

En este estudio se determinaron los parametros de espermatozoides no capacitados,
capacitados y con reaccion acrosomal de acuerdo a la presencia y distribucion de
calcio. Conforme a los resultados obtenidos en el presente estudio se determind que
el porcentaje de espermatozoides no capacitados va disminuyendo cuando la
viscosidad del medio aumenta.

En el parametro de espermatozoides capacitados se determiné que este patrén
aumentaba a medida que la viscosidad del medio incrementa. Sin embargo, en el
parametro de espermatozoides con reaccion acrosomal espontanea se determiné que
este patron disminuia a medida que la viscosidad del medio aumentaba. De manera
similar a lo reportado por Kulikova & col., (2014), al determinar el mayor porcentaje de
espermatozoides con acrosoma intacto en el grupo con ficoll 70. En el trabajo
mencionado anteriormente, se concluyd que la adicién de ficoll puede mejorar varias
caracteristicas de los espermatozoides de conejo después de la congelacion. De
acuerdo al estudio realizado por Lemoine, (2011), el porcentaje de espermatozoides
con reaccion acrosomal se relaciona positivamente con los parametros de la calidad
del espermatozoide, que la criopreservacion altera al provocar disminucién de la
fluidez membranal, cambios en la relacion colesterol/fosfolipidos y los perfiles de
fosfolipidos, asi como modificaciones en la composicion de acidos grasos y actividad
metabdlica del espermatozoide de gallo. Con los resultados obtenidos en el presente
estudio, se evidencia que una mayor viscosidad en el medio de conservacion seminal,

ayuda al mantenimiento de la integridad membranal, lo cual podria favorecer la
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viabilidad espermética y reduce de manera importante el porcentaje de

espermatozoides con reaccion acrosomal espontanea.

10.5 Espermatozoides con patrones de fluorescencia determinados con
WGA-FITC.
Los espermatozoides presentan una zona llamada glicocalix, que es un conjunto de

carbohidratos presentes en la membrana plasmatica, la cual tienen como funcién
principal mediar eventos de reconocimiento gamético (Peldez & Long, 2006). El
estudio de la distribucién de este glicocalix, permite una evaluacion de la capacidad
fertilizante de los espermatozoides. Los carbohidratos membranales pueden ser
detectados in vitro con el uso de lectinas, como la WGA que tiene afinidad a los
residuos de N-acetilglucosamina y &acido sialico, permitiendo su visualizacion por su
conjugacion con un isotiocinato de Fluorescencia (FICT).

En el presente estudio se determinaron los patrones de fluorescencia A, By C en los
espermatozoides de acuerdo a la presencia y distribucion de N-acetilglucosamina y
acido sidlico. El patron A, es donde se presenta una fluorescencia en todo el
espermatozoide y, por tanto, una distribucion homogénea de los carbohidratos N-
acetilglucosamina y acido sialico, este patrén indica que la membrana del
espermatozoide esta integra estructuralmente, cualquier cambio en la presencia y
distribucion de estos carbohidratos es representada por los patrones B y C, que indican
una alteracion en la membrana. De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente
estudio se determind que el porcentaje de espermatozoides que presentaron el patrén
A disminuy6 cuando la viscosidad del medio de conservacion aumenté. Se determind
una evidente disminucion del patron en aproximadamente 22 puntos porcentuales en
todos los grupos adicionados con ficoll en diferente porcentaje en comparacion con el
grupo control.

En contraste, el porcentaje de espermatozoides con patron B aumenté con forme la
viscosidad del medio incrementaba. No obstante, el porcentaje de espermatozoides
con patron C se mantuvo en el mismo rango en los diferentes grupos, mostrando en
promedio el 50% de espermatozoides con este patron, independiente de la inclusion
de ficoll. Los resultados del presente estudio demuestran la modificacion de la
proporcion de los carbohidratos N-acetilglucosamina y acido sialico en la membrana
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de los espermatozoides post descongelados. Esto sugiere que, a pesar del uso de un
crioprotector y de la adicién de ficoll para la modificacién de la viscosidad del medio de
conservacion seminal, la presencia y distribucion de los carbohidratos N-
acetilglucosamina y acido sialico en la superficie espermatica puede alterarse,
independientemente del porcentaje de ficoll que presentd el medio. De acuerdo a lo
reportado por Peldez y Long, (2008), la alteracion o pérdida de los carbohidratos
membranales durante el almacenamiento espermatico, puede afectar la capacidad
fertilizante de los espermatozoides. Sin embargo, de acuerdo a lo reportado por
Herrera & col., (2005), a pesar de comprobar la alteracion de los residuos de manosa
en la membrana plasmatica de los espermatozoides de gallo y faisdn post
descongelados, se logro la inseminacion de las hembras de estas especies con la
obtencion de huevos fértiles.

Se hace evidente que el almacenamiento de semen, puede tener efectos nocivos
sobre las caracteristicas de los espermatozoides, incluida la integridad de la
membrana plasmatica que es determinante para la fertilizacion. Es conocido que,
durante el proceso de capacitacion espermatica, existen modificaciones lipoprotéicas
membranales que permiten la exteriorizacion de receptores, ademas activan canales
ibnicos necesarios para procesos bioquimicos como sintesis de AMPc, fosforilacion-
desfosforilacién de proteinas y flujo de calcio extra e intracelular (Arenas & col., 2010).
La evaluacion de estos mecanismos es importante para determinar el estado

metabdlico en el que se encuentran los espermatozoides.
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11. CONCLUSIONES

La hipdtesis propuesta en el presente trabajo se rechaza, al determinar que el medio
de conservacion mas eficiente para la criopreservacion seminal de aguila real no fue
el medio con viscosidad similar al semen, sin embargo, el medio con inclusion al 10%
de ficoll demostro ser el medio mas eficiente, siendo este similar a la viscosidad del
liquido oviductal.

En el presente trabajo se demuestra que una mayor viscosidad en los medios de
conservacion, disminuye la movilidad y mantiene porcentajes de espermatozoides

vivos después de la descongelacion.

También se demuestra que el incremento de la viscosidad en el medio de
criopreservacion resulta eficiente para mantener la viabilidad espermatica y lograr
obtener menor porcentaje de espermatozoides con reaccidén acrosoma espontanea

post descongelacion.

La presencia y distribucién de N-acetilglucosamina y &cido sialico, son alterados por el
efecto de la viscosidad en el medio, logrando mantener los porcentajes de
espermatozoides con estados fisiolégico similares. Esta alteraciéon puede interferir

negativamente en el proceso de fertilizacion.

De manera evidente, se demuestra que la viscosidad en el medio de criopreservacion
influye de distinta manera en el metabolismo y estructura membranal de los
espermatozoides, contribuyendo a incrementar la viabilidad espermatica post

descongelacion.
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RESUMEN

En México habitan 88 especies de aves rapaces, el aguila real (Aquila chrysaetos) es una de
las 65 especies que se encuentra en categoria de riesgo, clasificada en el apéndice Il de la
Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (CITES). Se han documentado 50 nidos de &guila real en estado silvestre, y 60
individuos en cautiverio, estimando que la poblacién mundial es de 250 mil. Se pretendio
describir las expectativas para la obtencion de eyaculados de A chrysaetos, para contribuir a
los protocolos de reproduccion asistida. En la temporada reproductiva, se realizé6 dos veces
por semana el procedimiento de masaje dorso-ventral a 5 ejemplares adultos, con el proposito
de obtener eyaculados. El estudio ocup6 17 semanas, en las que se realizaron 160 contactos
en total. De este trabajo, Unicamente se logré6 obtener 20 eyaculados, los cuales fueron
obtenidos: 12 de un solo ejemplar, 5 de un ejemplar, 3 de un ejemplar, de dos ejemplares no
se logré obtener ninglin eyaculado. Se logré solo un 4% de éxito para obtener eyaculados. A
pesar de tener un proyecto ambicioso, al incluir un nimero importante de ejemplares, las
posibilidades de éxito, representadas en la cantidad de eyaculados esperados fue minima. Lo
anterior debe ser contemplado en programas de reproduccién asistida, ya que como se
demuestra con los resultados de este estudio, no todos los ejemplares proporcionan
eyaculados suficientes, por lo cual, es indispensable realizar una evaluacion de ejemplares

antes de incluirlos en programas de reproduccion asistida.

Palabras clave. Cautiverio, conservacion, falconiformes, reproduccion
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Gracias al convenio de colaboraciéon entre el parque Reino Animal y la UAM-X, se
realizé una colaboracién con el noticiero Televisa para la elaboracién de un reportaje
referente al aguila real. En el reportaje se menciona la categoria de riesgo en la que
se encuentra la especie, su distribucién en México, asi como el nimero de parejas
registradas en vida libre y el nimero de individuos registrados en cautiverio. Del mismo
modo, se menciona la participacion de la Universidad Autdbnoma Metropolitana en los
proyectos de reproduccién asistida que se realizan junto con el Club América y el

parque Reino Animal.
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Sofia Sarahi Landa Garcia
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Por su participacion como Asistente en el curso-taller:

Elaboraciéon de dardos para uso veterinario

£n el: 7" Congreso y 3° Feria Téenico-clentifica del Departamento de Produccién Agricola y Animal, realizada en
esta universidad, con una duracidn de 4 horas, el lunes 17 de septiembre del 2018,

= t

/
Dr. José Antonlo Herrera Barragin Dr. Rey Gutiérrez Tolentino
Coovdinodor del curso Jefe del Departamente de Froduccidn Agricolo y Animal
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