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RESUMEN.

La familia Cathartidae incluye siete especies, que son consideradas aves carroferas
que se distribuyen de sur a norte del continente americano. La importancia ecologica
de estas aves obedece a que se alimentan de carrofa, y con esto evitan la dispersion
de microorganismos potencialmente dafinos al ecosistema. De las 5 especies que se
distribuyen dentro del territorio mexicano, 3 se encuentran en diferentes estatus de
proteccion, mientras que dos de ellas, el zopilote aura (Cathartes aura) y el zopilote
negro (Coragyps atratus) ya que sus poblaciones se mantienen hasta ahora estables,
sin embargo, es necesario desarrollar estrategias en apoyo a los Programas de Accién
para la Conservacion de Especies (PACE) incluyendo aquellas relacionadas al manejo
reproductivo de estas especies bajo cuidado humano a fin de crear protocolos
relacionados con la reproduccion asistida en aves, como la inseminacion artificial (I1A).
La criopreservacion seminal representa uno de los avances en la reproduccién asistida
en aves, misma que involucra las técnicas para su obtencion y almacenamiento,
incluyendo el uso de los diluyentes y crioprotectores necesarios. En el presente estudio
se realizo la evaluacion espermatica basica de los eyaculados de Coragyps atratus y
Cathartes aura mediante microscopia de luz transmitida, con el fin de clasificar y
contabilizar los espermatozoides (porcentaje de espermatozoides vivos/muertos y
morfometria espermatica). También, mediante técnicas con microscopia de
fluorescencia, se realizo la determinacion de N-acetilglucosamina y/o acido sialico en
la membrana espermatica. Se determind la reaccion acrosomal (RA) adicionando
clortetraciclina (CTC) con el fin de evaluar y determinar mediante fluorescencia tres
patrones diferentes: espermatozoides intactos, espermatozoides capacitados y
espermatozoides con RA. Los indicadores de maduracion espermatica, confirmaron la
viabilidad espermatica in vitro, ademas de demostrar parametros de espermatozoides
no capacitados, capacitados y con reaccion acrosomal in vitro, los cuales nunca han

sido reportados para las especies estudiadas.

PALABRAS CLAVE: Cathartidae, conservacion de la vida silvestre, clortetraciclina, N-
acetilglucosamina



ABSTRACT.

The Cathartidae family includes seven species, considered scavenger birds distributed
from south to north of the American continent. Part of the ecological importance of these
birds is that by feeding on carrion, it prevents the spread of potentially harmful
microorganisms to the ecosystem. Out of the five species that are distributed within the
Mexican territory, three are in different protection status, except the aura vulture
(Cathartes aura) and the black vulture (Coragyps atratus) whose populations remain
stable up to now, however, it is necessary to develop strategies to support the Action
Program for the Conservation of Species (PACE), including those related to the
reproductive management of these species in human care in order to create protocols
related to assisted reproduction in birds, such as artificial insemination (Al). Seminal
cryopreservation represents one of the advances in bird assisted reproduction, which
involves techniques for obtaining and storing it, including the use of extenders and
cryoprotectants. In this study, the basic sperm evaluation of Coragyps atratus and
Cathartes aura ejaculates was carried out using light transmitted microscopy for sperm
count and classification (percentage of live/dead sperm and sperm morphometry). A
determination was also made using the fluorescence technique of N-acetyl
glucosamine and/or sialic acid in the spermatic membrane. The acrosome reaction (AR)
was induced by adding chlortetracycline (CTC) in order to evaluate and determine three
different patterns by fluorescence: intact sperm, capacitated sperm and acrosome
reacted spermatozoa. Sperm maturation indicators confirmed in vitro sperm viability, in
addition to demonstrating parameters of non-capacitated, capacitated and acrosome

reacted spermatozoa in vitro, which have never been reported for the species studied.

KEY WORDS. Cathartidae, wildlife conservation, clortetracicline, N-acetilglucosamine
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1. INTRODUCCION
México se encuentra entre los paises con mayor riqueza de especies debido a su
diversidad de habitats, clima y topografia. Ademas, posee al menos 10% de la
diversidad terrestre del planeta y una gran cantidad de especies autéctonas, entre ellas,
las aves que se encuentran en el octavo lugar de diversidad a nivel mundial (CONABIO,
2008). Sin embargo, actividades como la caceria ilegal, el avance de la frontera
agricola y ganadera, la introduccioén y trafico ilegal de especies exéticas y la expansidn
de areas urbanas han deteriorado la riqueza biolégica del pais a lo largo de los afios.
Los zopilotes al igual que muchas otras aves de alimentacion principalmente carnivora
pueden considerarse como aves rapaces. Para contribuir a la conservacion de aves
rapaces existen estrategias complementarias, entre ellas la reproduccién bajo cuidado
profesional, el desarrollo de bancos de recursos genéticos y el uso de biotecnologias
reproductivas (Etches, 1996). El estudio de la fisiologia reproductiva aviar, es
importante para la reproduccion ex situ, ya que ayuda a entender los cambios que
experimentan las aves al ser manipuladas fuera de su medio natural (Gutiérrez, 1999).
1.1 Taxonomia de la familia Cathartidae

La clase de las Aves es uno de los linajes de vertebrados tetrapodos mas diversos que
existen, comprendiendo alrededor de 10,000 especies en la actualidad (Prum, 2015).
El uso de secuencias de ADN ha desarrollado nuevos enfoques para la clasificacion
de organismos denominado filogenémica (Braun, 2019). Asi mediante analisis
filogendmico en el orden de los Accipitriformes, que esta formado por una sola familia
Cathartidae, la cual comprende zopilotes y condores (Braun, 2019; Prum, 2015) y
Accipitriformes que comprenden aguilas y buitres del viejo mundo, entre otros (Braun,
2019). El grupo de los Cathartiformes abarca aves carrofieras que se distribuyen sélo
en Norte y Sudamérica, abarcando 5 géneros y 7 especies que son: Condor de
california (Gymnogyps californianus), condor andino (Vultur gryphus), zopilote rey
(Sarcoramphus papa), zopilote negro (Coragyps atratus), zopilote aura (Cathartes
aura), zopilote sabanero (Cathartes burrovianus) y aura selvatica (Cathartes

melambrotus) (Johnson y cols., 2016).

12



1.2 Distribucion mundial de Cathartidae

Los zopilotes son aves que habitan desde el norte hasta el sur de América, abarcando
casi todo el continente americano (Jhsonon et al., 2016; Winkler y cols., 2020). El
céndor californiano (Gymnogyps californianus) se distribuye en América del Norte
especificamente en Estados Unidos de América (EUA) en California, Arizona y Utah,
ademas de que en México se encuentra en Baja California en la Sierra de San Pedro
Martir (Finkelstein y cols., 2020; SEMARNAT, 2012). El cdndor andino (Vultur gryphus)
se distribuye en Suramérica en Venezuela, Colombia, Argentina, Peru y Chile (Houston
y cols., 2020). El zopilote rey (Sarcoramphus papa) se distribuye desde el noroeste de
México hasta Brasil, Argentina y Uruguay en zonas con vegetacion de selva alta a selva
mediana (SEMARNAT, 2018; Holste y cols., 2020).

El zopilote negro (Coragyps atratus) se distribuye desde el norte de América abarcando
EUA y México, hasta Centro y Suramérica; en México se le encuentra en todo el pais
excepto en Baja California, Sonora y Chihuahua (Buckley, 2020). El zopilote aura
(Cathartes aura) se distribuye desde Norteamérica incluyendo a Canada, EUA y
México, hasta Centroamérica y Suramérica incluyendo Tierra del Fuego y las Islas
Malvinas (Kirk y Mossman, 2020). El zopilote sabanero (Cathartes burrovianus) se
distribuye desde México hasta el sur de Panama en Suramérica desde Colombia hasta
Argentina y Uruguay, el aura selvatica (Cathartes melambrotus) se distribuye

unicamente en Sur América (Holste y cols., 2020).

1.3 Descripcion de Cathartes aura y Coragyps atratus
1.3.1 Zopilote comun o negro (Coragyps atratus)

Es de un tamafo mediano y cola corta, su longitud es de 60-68 cm, pesa de 1.6-2.2 Kg
y su envergadura alar mide de 1.36-1.5 m. Su plumaje es completamente negro
excepto la superficie inferior de las plumas primarias que son blanquecinas. La cabeza
no presenta plumas pero el cuello si. Son aves sin dimorfismo sexual y son monégamo.
En EUA se observan vuelos de cortejo desde enero hasta febrero y la postura de los
huevos inicia en febrero y principios de abril con un periodo de incubacion de 39 dias
aproximadamente y 2 huevos por pareja; anidan en cuevas, troncos, pendientes,

matorrales y edificios abandonados (Buckley, 2020).
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1.3.2 Zopilote aura (Cathartes aura)

Es un ave de alas grandes, su longitud es de 64-81 cm, peso de 2 Kg y envergadura
alar de 1.5- 2 m. Su plumaje es marrdn negruzco, la cabeza en gran parte sin plumas
de color rojo y se observan unas narinas prominentes. Son aves sin dimorfismo sexual,
en EUA se observan intentos de cortejo desde marzo, identificandose la postura de
huevos desde febrero hasta abril y en Centroamérica se observa el inicio de la postura
de huevos desde febrero (Arévalo y Funes, 2019) poniendo 2 huevos por pareja con
38-40 dias de incubacién. Anidan en varios sitios desde cuevas, grietas, pendientes,
madrigueras de mamiferos, troncos huecos, matorrales y edificios abandonados (Kirky
Mossman, 2020).

1.4 Funcion biolégica de Cathartidae
Los carrofieros se clasifican en dos grupos: carrofieros obligados y carrofieros
facultativos. Los carroferos obligados requieren carrofia para sobrevivir y por esta
condicién suplen sus necesidades energéticas para sus actividades de supervivencia
y reproduccidn con carrofa, los unicos vertebrados terrestres que se pueden
considerar carrofieros obligados son los buitres del viejo mundo y los buitres del nuevo
mundo o zopilotes que se distribuyen en nuestro pais. Sus adaptaciones para el
consumo de carrona les proveen de estrategias y adaptaciones para abarcar grandes
distancias, sentidos para localizar la carrofia como olfato o vista, la ausencia de plumas
en la cabeza y diversos mecanismos adaptativos para consumir carrofia como un pH
estomacal mas acido. Los carrofieros facultativos no requieren carrofia para sobrevivir
y pueden prescindir de ella ya que su fuente de energia primaria se encuentra en otros
recursos, sin embargo, pueden acudir a la carrona ocasionalmente, ejemplos de estos
los encontramos en perros ferales, coyotes, lobos, mapaches, jabalies, cerdos, 0sos,
roedores entre otros (Sincerbox y DiGangi, 2018). Los servicios que proveen los
carrofieros al medio ambiente son la aceleracion al proceso de retorno de nutrientes y
energia a los sistemas ecoldgicos y la reduccién y contencion de enfermedades que
puedan transmitirse por la carroia a otros vertebrados. El mejor ejemplo de su papel

como contenedores de enfermedades son los casos ocurridos en la india por la
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reduccion de los buitres del viejo mundo que trajo consigo el aumento de perros ferales
portadores de rabia y ratones portadores de peste bubonica (Sekercioglu y cols, 2004).
1.5 Decomisos de Cathartiformes

En México, el trafico ilegal de especies, donde se incluye a las aves, afecta a un gran
numero de especies, por lo que existen mecanismos para regular esta actividad ilegal
(SEMARNAT, 2013). La Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) regula el comercio internacional
basado en un sistema de concesidén de autorizaciones y licencias necesarias para la
importacion, exportacion e introduccién de ejemplares de vida silvestre. En México la
NOM-059-SEMARNAT-2010, la Ley General de Vida Silvestre y la Ley General de
Equilibrio Ecoloégico y Proteccidon al Ambiente regulan aspectos respecto a su
conservacion y aprovechamiento sustentable. La procuraduria Federal de Proteccién
al Ambiente (PROFEPA) es el 6rgano administrativo encargado de vigilar el
cumplimiento de las disposiciones juridicas, siendo una de sus funciones el combate a
actividades relacionadas con el trafico ilegal, realizando acciones de inspeccion vy
vigilancia, donde se aseguran ejemplares de plantas y animales que no cumplan las
disposiciones legales, siendo una de las funciones correctivas el decomiso de
ejemplares de vida silvestre (SEMARNAT, 2013).

1.6 Especies en peligro de extinciéon y grados de proteccion

Los Cathartiformes son aves carroneras, solo existen 5 especies en todo el pais, dos
son consideradas por la NOM-059-SEMARNAT-2010 en peligro de extincion las cuales
son: condor californiano (Gymnogyps californianus) y el zopilote rey (Sarcoramphus
papa) clasificadas también en CITES, la primera en el apéndice | y la segunda en el

lll. El zopilote sabanero (Cathartes burrovianus) se encuentra en proteccion especial
de igual manera por la NOM-059. Las dos restantes que son el zopilote negro
(Coragyps atratus) y el zopilote aura (Cathartes aura) son las unicas especies no
mencionadas en la NOM-059-SEMARNAT-2010 ni en CITES por lo que sus

poblaciones se consideran mas estables que el resto (SEMARNAT, 2013).

15



2 MARCO TEORICO
2.1 Biologia reproductiva de Catharthidae.
2.1.1 Estacionalidad y regulaciéon neuroendocrina

En diversas especies de aves, la reproduccion ocurre durante ciertas épocas del afno,
usualmente en aquellas con mayor disponibilidad de alimento (Gutiérrez, 1999).
Cuando la duracién del dia es mayor que la de la noche, en la mayoria de las aves, se
activa el inicio de la actividad reproductiva, esto mediante la percepcion de la luz por la
retina del ojo para continuar hacia el nucleo supraquiasmatico y la glandula pineal que
liberara melatonina que llegara al hipotalamo, que tiene receptores hormonales
encargados de regular funciones reproductivas como la liberacién de GnRH (Gwinner,
2003; Brandstatter, 2003; Bentley y cols., 2006). La GnRH es la principal hormona en
el control de la fisiologia reproductiva de los vertebrados, ya que es la encargada de la
liberacion de las hormonas de la adenohipdfisis, hormona foliculo estimulante (FSH) y
la hormona luteinizante (LH). La produccion y liberacidén de esteroides por las gbnadas
(ovario y testiculo) esta controlada por la LH y la FSH (Bentley y cols., 2006). En los
machos la LH actua en las células de Leydig de las gonadas y la FSH actua sobre los
tubulos seminiferos; en las hembras, la FSH estimula el crecimiento folicular ovarico y
es la principal fuente de estrdgenos que participan en la formacién del huevo, al
activarse el foliculo se produce progesterona y finalmente la ovulacién (lto y cols., 2011;
Ikegami y Yoshimura, 2013). Ademas de la diferenciacion sexual, las hormonas tienen
también un papel importante en la conducta reproductiva. Las hormonas son
esenciales para la activacion del comportamiento sexual y desarrollo de caracteres
secundarios y primarios (Bentley y cols., 2006). En hembras, las altas concentraciones
de estrégenos incrementan la actividad sexual presentando conductas de receptividad

a la copula (Wingfield y Farmer, 1990).

2.2 Morfofisiologia reproductiva de las aves
El aparato reproductor del macho esta constituido por tres unidades morfofuncionales:
los testiculos, conductos deferentes y el érgano copulador o papila eréctil y carecen de
epididimo (Gonzalez y cols., 2019). El proceso de espermatogénesis ocurre en los

tubulos seminiferos del testiculo y promueve el desarrollo de las espermatogonias que
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se transforman en espermatozoides; de este proceso depende la calidad y la
produccion espermatica constante. La espermiogénesis y espermatogénesis, se
efectuan en estrecha relacién con las células somaticas del epitelio seminifero, las
células de Sertoli y estan bajo control de las gonadotrofinas LH y FSH (Peralta y Miazzo,
2002).

En aves silvestres es escasa o nula para ciertos grupos como los cathartiformes, la
informacion respecto a la morfo fisiologia de sus espermatozoides; por lo cual se
describen los espermatozoides de galliformes como el gallo y el pavo, que
generalmente son de forma alargada con longitud de 80 a 90 um y se subdividen en
cabeza, pieza media y cola (Herrera y cols., 2005). La cabeza es curva, filamentosa y
mide de 12 a 13 um, se corona por el acrosoma de 2 um de largo (Long, 2006). La
parte media tiene 4 um de largo y contiene mitocondrias, y el resto de la cola, con una
longitud de aproximadamente 100 um; a lo largo de ésta se extienden fibras centrales
relacionadas con el centriolo proximal y distal. En su parte mas ancha, el
espermatozoide mide cerca de 0.5 pum. Posee una membrana plasmatica donde se
encuentran carbohidratos unidos a proteinas y a lipidos, como N-acetil-glucosamina,
glicofosfatidil-inositol, 1, 3-galactosa, entre otros, que actuan como receptores.
También estan presentes fosfolipidos que se encuentran organizados en forma
asimétrica bilaminar (Gilbert, 1996; Long, 2006). Los espermatozoides tienen un
acrosoma que se deriva del aparato de Golgi, esta formado por una membrana externa
cercana a la membrana plasmatica, y una membrana interna situada cerca de la
envoltura nuclear; el acrosoma contiene enzimas hidroliticas que le van a permitir
eliminar las capas que envuelven al évulo para poder fertilizarlo. Los espermatozoides
para obtener su capacidad fertilizante deben llevar a cabo una maduracion,
capacitacion y reaccion acrosomal (RA) (Lemoine y cols., 2008), aunque algunos
autores mencionan que, en las aves al momento de obtener eyaculados, los
espermatozoides ya estan capacitados y con capacidad fertilizante (Lemoine y cols,
2009, 2011).
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2.3 Diferencias de espermatozoides entre especies aviares

La poligamia y la monogamia, son sistemas de apareamiento, que pueden influir en el
grado de pleomorfismo del espermatozoide, siendo que las galliformes, mayormente
poligamicas, presentan una concentracion espermatica superior a las aves
monogamicas como halcones y aguilas, las cuales presentan menor calidad
relacionada a un mayor porcentaje de espermatozoides con morfologia anormal
(Santiago y cols., 2016). La morfometria espermatica también varia ya que existen
diferencias dependiendo de la especie, asi los galliformes poseen espermatozoides
filiformes, largos y anchos; en falconiformes y los accipitriformes tienen
espermatozoides con la cabeza mas corta y ancha y en el caso de paseriformes con
una membrana que forma una estructura en espiral en forma helicoidal (Santiago y
cols., 2016).

2.4 Especies de la familia Cathartidae bajo cuidado humano
Actualmente, de las 7 especies de Cathartiformes que existen, 3 de ellas se encuentran
bajo cuidado humano en diversos programas de reproduccion en zooldgicos alrededor
del mundo debido a sus caracteristicas y su estado de conservacion que paso6 de
preocupacion menor a amenazado y en peligro critico (SEMARNAT, 2012).

En México el condor californiano (Gymnogyps californianus) se encuentra bajo cuidado
profesional en el Zoologico de Chapultepec ubicado en la Ciudad de México
(SEMARNAT, 2012) bajo el programa programa de accion para la conservacion de
especies (PACE), el cual es un programa impulsado por el gobierno mexicano para
contribuir a la conservacion de las especies en riesgo, en este programa, se encuentra
de manera especifica el “PACE para la Conservacion de las Aguilas Neotropicales y
Zopilote Rey”. La Association of Zoos and Aquariums (AZA), en el 2010, menciona que
el condor andino (Vultur gryphus) se encuentra en diversos zooldgicos de EUA, y en
Suramérica; Houston y colaboradores (2020) situan también bajo cuidado profesional

a algunos ejemplares en Venezuela, Colombia y Argentina, en diversos zooldgicos.
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2.5 Proyectos de conservacion de la familia Cathartidae

Mediante el plan de accion para la recuperacion del condor de California de 1996, se
han realizado diversas estrategias para su conservacidon ex situ, mediante su
reproduccion bajo cuidado profesional, en estos proyectos han participado diversos
zoolégicos de EUA y México; ademas de realizar acciones para contribuir a la
reintroduccion del céndor californiano al medio ambiente silvestre, de manera
especifica en la Sierra de San Pedro Martir en Baja California México y en

California y Arizona EUA (SEMARNAT, 2012).

La AZA (2010) y el Programa de Conservacion del Condor Andino (Rodriguez, 2006)
mencionan que se han mantenido ejemplares en diversos zooldgicos alrededor del
mundo, contando con registros en zooldgicos de Londres y desde 1940, en zooldgicos
de EUA se ha logrado su reproduccién desde 1973. En Colombia, en el zooldgico de
Cali se han reproductivo y criado ejemplares que se han liberado desde 1989 y
mediante un acuerdo con The zoological society of San Diego se inicio la repoblacion

de la especie en los paramos y laderas de los Andes colombianos.

2.6 Protocolos de reproduccion bajo cuidado profesional especializado.

El método principal de reproducciéon en animales bajo cuidado profesional es el de la
coépula natural a partir de una pareja reproductora; la reproduccién dependera de
diversos factores incluyendo la compatibilidad entre la pareja reproductora, la
capacidad feértil individual del macho y la hembra, el periodo de incubacién y los
cuidados parentales de la cria (Miller et al, 2019). Dentro de las ventajas de la copula
natural la principal es la disminucién de la intervencidn humana para que sean los
padres quienes crien a los polluelos sin una impronta con el humano, lo cual facilitara
su reintroduccion y la posterior formacion de parejas reproductoras. Sin embargo,
dentro de las desventajas de lograr la copula natural de las aves, se encuentra la
incapacidad de las parejas designadas para que puedan realizar una copula natural, la
agresion que puede producirse durante los intentos de copula entre los individuos y la
asincronia entre el periodo reproductivo de la pareja (Blanco y cols., 2008).

Por tanto, se han desarrollado diversas técnicas de reproduccion asistida para poder

reducir estos problemas, entre las que destaca la de inseminacién artificial (IA) (Miller
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y cols., 2019). Mediante el uso de |IA se puede inseminar a mas de una hembra por
eyaculado, optimizar eyaculados e incluso producir hibridos en algunos casos.
También se puede aprovechar la capacidad de los espermatozoides a sobrevivir a la
criopreservacion para poder mantener un banco genético, desde el cual se pueden
enviar espermatozoides a zonas lejanas geograficamente o de individuos valiosos que
ya hayan muerto (Blanco y cols., 2008). Dentro de las limitaciones de la IA se puede
encuentra la baja calidad del semen que puede ser contaminado con heces y uratos
(Blanco y cols., 2008), la mayor inversion en equipo e instalaciones, y el mayor nivel
de capacitacién necesario para realizarla. Se destaca la importancia de la variedad
genética de las poblaciones para poder mantener a una poblacion saludable, ademas
de que ciertos individuos puedan ser extremadamente valiosos por sus caracteristicas
genéticas para proveer de mayor variabilidad genética a la poblacion, lo cual se puede

lograr mediante IA (Blanco y cols., 2008).

2.6.1 Técnica de Inseminacion Artificial.

La técnica de |IA para aves fue desarrollada en 1930, con la implementacion de una
metodologia no invasiva y especifica para la obtencidén del semen de gallos. Consiste
en el depdsito del semen en la cloaca de la hembra, sujetandola y haciendo presion en
el abdomen exponiendo la cloaca para posteriormente vaciar el semen a una
profundidad de 3-4 cm en el interior de la cloaca. Presenta distintas modalidades desde
el uso de la inseminacién in vivo de la hembra, con semen fresco, diluido o
criopreservado vy la fertilizacion in vitro de ovocitos para su posterior transferencia a
hembras receptoras (Tanaka y cols., 1994; Samour y cols., 2009; Blesbois y cols.,
1999; Lukaszewicz, 2001; Saint Jalme y cols., 2003).

La técnica ha sido utilizada en la actualidad en diversas especies animales, por
ejemplo, Fischer y colaboradores (2020) utilizaron la IA con semen fresco en la el loro
amazonico de San Vicente (Amazona gquildingii), la cual presentaba problemas de
reproduccion mediante copula natural, logrando la produccion de huevos fértiles. Para
accipitriformes y falconiformes, Blanco y colaboradores (2002) obtuvieron huevos

fértiles mediante |A.

20



Para la conservacion in vitro del semen existen dos métodos: 1) “Semen diluido” que
involucra la dilucién del semen con amortiguadores a baja temperatura (5°C) para
poder ser usado en IA (Sexton, 1988). 2) “Semen criopreservado” utiliza la suspension
del semen en diluyentes con crioprotectores para ser conservado en nitrégeno liquido
y almacenarlo por corto, mediano o largo plazo segun se requiera.

Herrera y colaboradores (2013) describieron un protocolo para la criopreservacion
seminal de aves que consiste en: obtencibn de semen, dilucién, adicion del
crioprotector, goteo directo sobre hielo seco, recuperacion de la gota en un criotubo,
para almacenamiento en nitrégeno liquido y posterior descongelacion para su

evaluacion.

2.6.2 Obtencién y conservacion seminal

En las aves, existen varias técnicas de obtencidon seminal: invasivas como la de
electroeyaculacion, lavado de conductos deferentes, procedimiento quirurgico, y las no
invasivas como el masaje dorsoventral en ejemplares entrenados y no entrenados
(Herrera y cols., 2013).

El almacenamiento del semen liquido es una practica frecuente que involucra la
dilucién del semen en amortiguadores a baja temperatura (5°C aproximadamente) para
ser utilizado en la IA. Se ha demostrado que, dependiendo de los ingredientes
utilizados para hacer un diluyente, las condiciones fisicoquimicas que éstos produzcan,
estos medios tendran diferente capacidad de conservacion (Sexton, 1988).

Los diluyentes se utilizan para aumentar el volumen del eyaculado, mantener la
viabilidad de los espermatozoides, maximizar el numero de hembras inseminadas y
para facilitar el analisis de los espermatozoides en un eyaculado; existen dos medios
que son los mas comunmente utilizados: Beltsville poultry semen extender (BPSE) y la
solucién Lake (Lake y Stewart, 1978). Estos han sido utilizados en diferentes especies
de aves como el buitre de espalda blanca (Gyps bengalensis) (Umapathy y cols., 2005),
en gallos (Sexton, 1988; Lemoine y cols., 2008), faisanes (Ssp) y aguilillas de cola roja

(Buteo jamaicensis) (Herrera y cols., 2005).
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Los diluyentes seminales deben contar con un amortiguador para mantener un pH y
una osmolaridad adecuados, que ayudaran a proteger a las células espermaticas y a
aumentar el volumen de la muestra (Barbas & Mascarenhas, 2009). En estudios
recientes en aves se ha demostrado que la RA puede serinducida in vivo por diferentes
compuestos salinos, calcio o compuestos derivados del huevo, es por esta razén que
debe prestarse mucha atencidon a los reactivos utilizados para el diluyente que se
ocupara para conservar en buen estado el semen fresco o criopreservado. Un aspecto
importante es que la movilidad de los espermatozoides es muy sensible a los factores
gue componen el plasma seminal y a las modificaciones que los diluyentes sintéticos
le ocasionan (Lemoine y cols., 2008).

Con respecto a la osmolaridad, el semen de aves puede permanecer en un amplio
rango que abarca de 250 a 460 mOsm kg-1 H20, a menor osmolaridad los
espermatozoides se deforman en la region de la cabeza, ademas de presentar cuellos
doblados y a mayor osmolaridad, se deshidratan, en ambos casos esto ocasiona una
disminucion de su capacidad fertilizante (Donoghue y Wishart, 2000).

También se ha observado que al utilizar un diluyente con una viscosidad similar a la
del semen, se obtienen mejores resultados de fertilidad, comparado con semen diluido
de manera convencional (semen-diluyente 1:4) con diferente viscosidad (Bootwalla y
Miles, 1992).

2.6.3 Criopreservacion espermatica

La tecnologia para la criopreservacion espermatica se ha desarrollado desde hace
aproximadamente 50 afios. Ha permitido la conservacién de las células germinales de
individuos o especies que estan en riesgo de extinguirse y para las que todavia no se
implementan técnicas de reproduccion asistida, como la IA. Sin embargo, las
diferencias fisioldgicas de las células espermaticas entre las especies e incluso entre
individuos, todavia representa un problema sin resolver. A pesar de los esfuerzos
realizados en el campo de la criopreservacion espermatica, pocas técnicas permiten
supervivencias elevadas (Avalos vy cols., 2018).

Los crioprotectores conocidos se dividen en dos grupos: los que atraviesan la

membrana celular como glicerol, eritritol, adonitol, dimetilsulfoxido (DMSO) vy
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dimetilacetamida (DMA); y los que actuan desde el exterior de la célula, como la
glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa y polivinilpirrolidona (PVP). El DMSO y DMA son
los mas utilizados para la criopreservacion del semen de aves exoticas y silvestres
como aguilas (Aquila adalberti) y halcones (Falco peregrinus); aguila dorada (Aquila
chrysaetos), aguila bonelli (Hieraaetus fasciatus), aguila imperial (Aquila adalberti),
halcon peregrino (Falco peregrinus) y pinguinos (Spheniscus magellanicus) se evaluo
el efecto de la criopreservacion en las caracteristicas morfologicas vy fisioldgicas de los
espermatozoides y obtuvieron valores aceptables de viabilidad (Blanco y cols., 2002).
Blanco y colaboradores (2000) usaron diferentes variables y protocolos de
descongelacion y evaluaron los efectos en la viabilidad espermatica de diferentes
especies de aves rapaces, reportando valores de 50.8 % a 93.2 %, con rangos
similares a los observados por Herrera y colaboradores (2002) en el halcon cola roja
(Buteo jamacensis). Aunque se encontré una alta variabilidad en la concentracion de
los eyaculados y Parabuteo unicinctus (Herrera y cols., 2005).

Por otra parte, se ha demostrado la modificacion de la distribucidén de carbohidratos en
la superficie membranal de los espermatozoides criopreservados, entre ellos, residuos
de manosa; a pesar del uso de crioprotectores con diferente mecanismo de accidn,
prevalece la presencia de residuos de manosa en la superficie espermatica (Herrera y
cols., 2005), la cual se ha demostrado que juega un importante papel en el proceso de
fertilizacion en las aves (Robertson y cols., 2000); si hay una alteracion en estos
carbohidratos, puede verse afectada la capacidad fertilizante del espermatozoide, a
pesar de mostrar indicadores similares de evaluacion espermatica basica, aceptables

para su utilizacion en la |A de otras rapaces (Blanco y cols., 2002).

2.6.4 Efecto de los crioprotectores (DMA).
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. EI DMA es un liquido organico que, posee
una masa molar de 78.13 g/mol que es menor a la del glicerol; es usado como
disolvente organico industrial, como crioprotector; tiene la capacidad de atravesar

membranas organicas portando consigo otras sustancias en disolucion sin dafar
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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 (Kuzlu y Taskin, 2017).

El estudio y empleo de otros crioprotectores como la DMA, ha demostrado que permite
la fusién de las membranas a una temperatura aproximada de 0 °C, evitando la difusion
de los cationes y demas componentes intracelulares a través de las roturas de
membrana causadas por la formacion intracelular de cristales de hielo (Barbas y
Mascarenhas, 2009).

2.7 Reintroduccion de ejemplares en medio silvestre
Existen estrategias de reintroduccion de aves dentro de las cuales se encuentra el uso
de estrategias que tomen ventaja de la capacidad de la poblacién para reproducirse
para reforzarlas y también ingresar individuos al entorno, estos individuos pueden ser
del mismo entorno, en situaciones ya sea de lesiones del ave o cualquier situacion que
le impida desenvolverse con normalidad para asi facilitar su reingreso, o la crianza
artificial de individuos para su posterior reintroduccion. Un ejemplo de estas estrategias
son las que la SEMARNAT (2012) menciona dentro del Programa de Accion para la
Conservacion de la Especies (PACE) para la recuperacion del céndor californiano
donde se considera la captura, reproduccion bajo cuidado humano y liberacién para

aumentar su poblacion.

2.8 PACE para aves rapaces neotropicales y zopilote rey

El PACE de aguilas neotropicales y zopilote rey define las actividades que contribuyan
a la conservacion y recuperacion de especies seleccionadas, en este caso el aguila
harpia (Harpia harpyja), 3 aves del Spizateus(S. tyrannys, S. ornatus, S. melanoleucus)
y el zopilote rey (Sarcoramphus papa) (SEMARNAT, 2018), todas son aves en una
categoria de riesgo a nivel nacional e internacional incluidas ademas en la NOM-059-
SEMARNAT-2010 y consideradas en peligro de extincidén. EI PACE define acciones
que permitan la conservacion mediante el cumplimiento de los objetivos y metas
planteadas utilizando estrategias a corto, mediano y largo plazo (SEMARNAT, 2018),
las cuales en 2021 durante la renovacion del PACE se acordd dentro de las acciones
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de conservacion, incluir aquellas estrategias relacionadas al manejo reproductivo de
estas especies bajo cuidado profesional a fin de crear protocolos que en este caso
estén relacionados con la reproduccion asistida en aves. Por lo anterior, es que se hace
de importancia y utilidad el desarrollo de proyectos para la conservacion ex situ
mediante la reproduccion bajo cuidado humano de ejemplares de espéciese que
pueden estar en alguna categoria de riesgo para su conservacion, o el estudio estudio
de la fisiologia reproductiva de especies que a pesar de no estar en un riesgo alto para
su conservacion como lo son el Coragyp atratus y Cathartes aura, que si pueden

contribuir con informacion de utilidad para la conservacion de otras especies.
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3 JUSTIFICACION

La informacion sobre espermatozoides de aves de la familia Cathartidae en la
actualidad es limitada (SEMARNAT, 2012; SEMARNAT, 2018), ademas de que estas
limitaciones se extienden cuando se trabaja con especimenes en peligro de extincion
como el condor californiano (Gymnogyps californianus) y el zopilote rey (Sarcoramphus
papa), las cuales son aves que pertenecen a esta familia, por lo que se pretende
ampliar la informacion espermatica de la familia Cathartidae mediante el uso de
especies que no se encuentren en peligro de extincion como son el zopilote negro
(Coragyps atratus) y el zopilote aura (Cathartes aura), también se pretende ampliar el
conocimiento en el uso de semen criopreservado y facilitar el uso del material genético

de las especies en peligro de extincion bajo cuidado humano.

4 PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Cuales seran los parametros de evaluacion espermatica basica y de capacidad de
inducir la RA de espermatozoides de Coragyps atratus y Cathartes aura después de

un proceso de congelacion y descongelacion?

5 HIPOTESIS
Los espermatozoides de Coragyps atratus y Cathartes aura mostraran parametros
morfo fisioldgicos de buena calidad y similares, por lo cual un mismo protocolo para su
criopreservacion que demuestre adecuada viabilidad espermatica post descongelacion

podra ser utilizado para espermatozoides de otras especies de la misma familia.
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6 OBJETIVOS

6.1 General
Describir la morfometria y determinar parametros fisiologicos de espermatozoides post

descongelacion, de Coragyps atratus y Cathartes aura.

6.2 Especificos
e Describir la obtencion seminal para ejemplares de Cathartes auray Coragyps atra-
tus.

e Conocer la evaluacion seminal basica en fresco y post descongelacion, de Cathar-

tes aura'y Coragyps atratus

e Describir la morfometria espermatica de Cathartes aura'y Coragyps atratus

e Determinar la presencia y distribucion de receptores para el reconocimiento de ga-

metos post descongelacion, de Cathartes auray Coragyps atratus

e Evaluar la capacidad de reaccion acrosomal post descongelacion de Cathartes

aura 'y Coragyps atratus

7 MATERIAL Y METODOS
El estudio se realizo en los laboratorios de: Andrologia del Departamento de Ciencias
de la Salud Universidad Autdénoma Metropolitana Unidad Iztapalapa y laboratorio de
Bioquimica de la Reproduccién del Departamento de Produccion Agricola y Animal de
la Unidad Xochimilco y se utilizé equipo de campo para la evaluaciéon seminal basica

(Figura 1).
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Figura 1. Evaluacion seminal en campo

7.1 Cuidado y bienestar animal
El cuidado y manejo de los ejemplares para la obtencion de semen se realizo

cumpliendo con la normatividad y legislacién vigente:

o NMX-AA-165-SCFI-2014 que establece las especificaciones y los requisitos
para obtener la certificacidn con respecto al bienestar animal, conservacion de
especies, investigacion, educacion y seguridad en los zooldgicos, esta norma
aplica a todos los zoologicos ubicados en el territorio nacional, tanto publicos

como particulares.

e NOM-126-ECOL-2000 que establece las especificaciones para la realizacion de
actividades de colecta cientifica de material bioldégico de especies de flora y

fauna silvestres y otros recursos biolégicos en el territorio nacional.

7.2 Ejemplares y material biolégico
Se obtuvieron eyaculados de Coragyps atratus y Cathartes aura, de ejemplares adultos
y clinicamente sanos. Alimentados de acuerdo con sus requerimientos, con agua ad
libitum y de acuerdo con el plan de manejo respectivo para cada UMA o PIMVS,

autorizado por la SEMARNAT. Los eyaculados se obtuvieron a partir de cuatro
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ejemplares de Cathartes aura y de tres ejemplares de Coragyps atratus; de los cuales
se obtuvieron diferente numero de eyaculados, los cuales se utilizaron para montaje
de las técnicas y posteriormente para realizar las diferentes evaluaciones en fresco y

post descongelacion.

El manejo de los ejemplares se realiz6 en UMAS y PIMVS, con el respectivo plan de
manejo autorizado por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT).

UMA/ REINO ANIMAL. REGISTRO SEMARNAT. DGVS-ZO0-P-0074-03-MX.

PIMVS/ PARQUE RODOLFO LANDEROS GALLEGOS. ZOOLOGICO DE
AGUASCALIENTES. CON NUMERO DE REGISTRO: INE/CITES/DGVS-CR-IN-AV-
0035-AGS./00

UMA/ FAUNISTICA ANIMAL, CENTRO DE RECUPERACION DE FAUNA SILVESTRE
CON CLAVE DE REGISTRO DGVS-PIMVS-EA-0086-MEX/09

UMA/ “ZOOLOGICO REGIONAL MIGUEL ALVAREZ DEL TORO”. INE/CITES/DGVS-
Z0O0-E-0009-01/CHIS.

UMA/ LA SIBERIA, VIDA SILVESTRE. JESUS ESTUDILLO OPOEZ: DGCERN-CR-IN-
0039-MEX/00

7.3 Recoleccion seminal
Los eyaculados se obtuvieron mediante masaje dorsoventral en los meses de
diciembre a abril; cada eyaculado se recolecté con una micropipeta graduada (Figura
2), una vez recolectado, se deposito en un tubo Eppendorf con 50 pL de solucion Lake
(Herrera y cols., 2005), posteriormente, la muestra se mantuvo a una temperatura de

5 9C hasta su uso para evaluacion (Santiago y cols., 2011).
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'
Figura 2. Obtencion seminal de Coragyps atratus, por método de masaje dorso
ventral y eversidn de cloaca para la aspiracion del semen.

7.4 Evaluacion espermatica
La movilidad se determin6 mediante microscopia de luz transmitida, para estimar el
porcentaje de espermatozoides con movimiento progresivo (Varadi y cols., 2013) en
una preparacién y vista al microscopio a 400 aumentos.
La viabilidad se determind mediante el conteo de 100 células espermaticas que se
clasificaron y contabilizaron, determinando el porcentaje de espermatozoides vivos y
muertos. Se utilizé la tincidon de eosina-nigrosina que permite evaluar la viabilidad, ya
que la eosina es una sustancia de bajo peso molecular que penetra la membrana
celular que esta dafada y tifie su nucleo de un color rosado, lo que se consideré como
espermatozoides muertos; en aquellos espermatozoides que estan vivos y conservan
la membrana integra, nigrosina muestra un fondo de contraste, apreciandose los
espermatozoide transparentes, los cuales se clasificaron como vivos (Figura 3).
Para esto, se agregaron 4 uL de la muestra y 2 pL de la solucidén de tincion sobre un
portaobjetos atemperado a 37 °C, se realizo el frotis y se dejé secar. Se determiné el
porcentaje de espermatozoides vivos y muertos observando con la herramienta de
contraste de fases del microscopio de luz transmitida a 1000 aumentos.
Las formas anormales de los espermatozoides se determinaron también utilizando
estos frotis, contando al menos 100 espermatozoides por preparacion (Herrera y cols.,
2005).
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Figura 3. Espermatozoides de Cathartes aura, teiidos con solucion de eosina-
nigrosina, a la izquierda muertos y a la derecha espermatozoides vivos.

7.5 Descripcion morfométrica
La morfometria espermatica se determiné midiendo la longitud de la cabeza, longitud
de la pieza media, longitud del flagelo y longitud total de cada seccién de los
espermatozoides (Figura 4). Se midieron al menos 100 espermatozoides de cada
preparacion (Varadi y cols., 2013). Se, utilizé un microscopio trifasico de campo claro,
para realizar las observaciones a 1000 aumentos, y obtener imagenes con una camara
y un programa de computo EPview ®, con el cual se realizaron las mediciones digitales

de cada espermatozoide.

frrje——— B

L L T e P L T
- 3 A

Figura 4. Morfometria espermatica.

Se determind la longitud de cada region y la longitud total.
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7.6 Determinacion de N-acetilglucosamina y/o acido sidlico en la membrana espermatica.
Se incubaron alicuotas de 5X10° espermatozoides con 10 pL de aglutinina de germen

de trigo (Triticum vulgaris), unida a isotiocianato de fluoresceina (WGA-FITC) a una
dilucion de 1:50, un volumen final de 500 pL en obscuridad por 30 min a 37 °C,
posteriormente se centrifugaron (600G x 1 min); se retird el sobrenadante y se
resuspendié el paquete celular con 5 pL de etanol a 2 °C hasta la evaluacion.
Posteriormente, de cada alicuota se realizaron preparaciones para observar bajo un
microscopio de fluorescencia a 1000 aumentos, a longitud de onda 488 nm y excitacion
de 560 nm, las imagenes se evaluaron con el software EPview. Se evaluaron 200
espermatozoides por muestra y se determind la distribucién de N-acetilglucosamina
y/o acido sialico en la membrana plasmatica de los espermatozoides.

7.7 Capacitacion espermatica y capacidad de RA.
Para la induccion de la RA se colocd en un tubo Eppendorf una alicuota de 20 pL
conteniendo 5X108 espermatozoides, se adicionaron 50 pL de clortetraciclina (CTC) y
50 pg de membrana perivitelina, se resuspendié y se mantuvo sobre una platina térmica
marca Tokai Hit protegiéndolos de la luz. Se incubaron por 20 min a 37 °C. Se evalud
tomando 10 pL de esta mezcla sobre un portaobjetos, se realizé un frotis dejando secar
para después colocar un cubreobjetos y se analiz6 en el microscopio de fluorescencia.
Se contaron al menos 100 espermatozoides determinando los tres patrones diferentes:
espermatozoides no capacitados, espermatozoides capacitados y espermatozoides
con RA (Ochoa y cols., 2014; Herrera y cols., 2017).

7.8 Estado fisiolégico (Intacto, capacitado y Reaccionado) de los espermatozoides evaluados con CTC y
WGA-FICT.
Al evaluar las caracteristicas de fluorescencia con las técnicas y metodologia

empleada, se determin6é que cada ensayo de evaluacion (distribucion y actividad de
Ca2+ con CTC para determinar el porcentaje de espermatozoides no capacitados,
capacitados y con RA vy distribucion de N-acetilglucosamina y/o acido sialico con WGA-
FITC (Camarillo y cols., 2019).
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7.9 Criopreservacion seminal

Para su criopreservacion (Figura 5), el semen recolectado se diluyé con medio Lake
(fructosa al 0.6% pl/v, glutamato de sodio al 1.92% p/v, acetato de magnesio al 0.08%
p/v, acetato de sodio al 0.51% p/v, citrato de potasio al 0.128% p/v, pH de 7.2 y
osmolaridad de 330 mOms) (Lake y Stewart, 1978); como crioprotector se utiliz6 DMA
al 6% (Sasanami y cols., 2013; Camarillo y cols., 2019).

Se utilizaron pajillas de 0.25 mL, se dejaron enfriar por 10 minutos a 5 °C,
posteriormente se congelaron en vapores de nitrégeno liquido por 10 minutos, y
finalmente se sumergieron en nitrégeno liquido para su criopreservacion (Rakhay cols.,
2016). La descongelacion se realizé a 37 °C por 30 segundos, para enseguida realizar

su evaluacion.

>

Figura 5. Criopreservacion seminal en campo.
7.10 Analisis estadistico

De los parametros de evaluacién basica fueron determinadas las medianas de cada
evaluacion, en la morfometria espermatica se determinaron el porcentajes y promedios
de cada determinacion de longitud. Los datos obtenidos de la evaluacion de la fisiologia
espermatica (capacitacion y reaccion acrosomal) calidad espermatica y
criopreservacion se expresaron como promedio + error estandar (EE). Para reconocer
las diferencias significativas de calidad espermatica entre individuos se utilizaron las

pruebas de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis, ademas de la determinacion de cuartiles.
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8 RESULTADOS

8.1 Recolecciéon seminal

Se obtuvieron 14 eyaculados por masaje dorsoventral de zopilote negro (Coragyps
atratus) desde diciembre hasta abril, los cuales fueron procesados segun la
metodologia descrita previamente. Se descartaron las muestras que mostraron
ausencia de espermatozoides. El volumen de los eyaculados fue tan bajo que siempre
se requirié del uso del diluyente para la obtencion y analisis de la muestra. La obtencion
de esta muestra fue complicada por el temperamento del ave y las condiciones de su
resguardo.

De zopilote aura (Cathartes aura), se obtuvieron 12 eyaculados obtenidos en febrero,
la calidad espermatica en fresco, de éstos eyaculados, fue de mayor que en cualquier
muestra obtenida de zopilote negro; (Coragyps atratus) sin embargo, siempre fue

necesario el uso del diluyente para la obtencion y el procesado de la muestra.

8.2 Evaluacioén espermatica basica

Durante la evaluaciéon basica del eyaculado del zopilote negro la concentracion de
espermatozoides visualizados en fresco fue menor en comparacion con los
visualizados con zopilote aura. En ambas especies y debido al bajo volumen de los
eyaculados, que fue menor a 15 pul por eyaculado, no fue posible determinar de manera
precisa ninguno de estos dos parametros.

Debido al tipo y numero de muestras se uso la prueba estadistica no paramétrica de
Kruskall-Wallis; en las tablas 1y 2 se muestran las medianas y el error estandar en los
percentiles 25-75 [Mediana + EE (Perc. 25-75)] de los parametros de evaluacion basica
obtenidos en los eyaculados en fresco y postdescongelacion para C. atratus en la tabla
1y para C. aura en la tabla 2.

Los parametros espermaticos de C atratus en semen fresco, fueron similares a los que
se determinaron en el semen postdescongelacion (Tabla 1). Determinando un

promedio de 23 % de espermatozoides vivos.
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Tabla 1. Evaluacion espermatica basica de Zopilote negro (Coragyps atratus).

Evaluacién
espermatica basica
Vivos

Muertos

Normales

Anormales

Con cabeza enrollada

Con cabeza doblada

Con cuello enrollado

Con cuello doblado

Con cola enrollada

Con cola doblada

Semen

Fresco

25+3.02
(17.2-33.5)

3.5+0.72
(2.7-4.2)

26.5+3.22
(18.7-35.5)

1.0£0.52
(0.75-3.25)

1.0£0.22
(0.0-1.25)

0.0£0.12
(0.0-0.0)

0.5£0.22
(0.0-1.0)

0.0+0.22
0.0-0.2

0.0+0.02
0.0-0.2

0.0+0.02
0.0-0.0

Semen

Descongelado

225+4.9°
(7.2-36.5)

5.0¢1.12
(2.2-8.5)

25.545.62
(9.7-42.2)

1.5£0.62
(0.2-2.7)

0.5£0.22
(0.0-1.0)

0+0.12
(0.0-0.7)

0£0.42
(0.0-0.7)

00.22
(0.0-0.7)

0+0.12
(0.0-0.0)

0+0.0°
(0.0-0.0)

En parametros de espermatozoides en fresco comparados post descongelacién, distinta literal en superindice indica diferencia

estadistica (P<0.05)
Mediana + EE (Perc 25-75)
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Los parametros espermaticos de C. aura en semen fresco, presentaron diferencias
estadisticas al comparar los parametros de espermatozoides muertos los cuales fueron
3 % mayores en semen descongelado (P<0.05); los demas parametros fueros similares
en semen fresco y en el semen post descongelacion (Tabla 2).

Tabla 2 Evaluacion espermatica basica de Zopilote aura (Cathartes aura).

Evaluacion espermatica Semen Fresco Semen Descongelado
basica
Vivos 58.5+6.22 58.0+4.32
(43.3-75.5) (41.5-63.0)
Muertos 5.0+0.62 8.0+0.7°
(3.3-6.0) (5.5-10.0)
Normales 60+6.4 2 65.0x4.7°
(46.2-79.5) (47.0-68.5)
Anormales 3.0x04°2 2.0+5.2°2
(2.0-3.7) (1.0-3.5)
Con cabeza enrollada 2.0+£0.2 1.0+0.4 2
(1.0-2.0) (0-0-2.0)
Con cabeza doblada 0.0+0.0° 0.0+0.12
(0.0-0.0) (0.0-0.5)
Con cuello enrollado 0.5+0.32 0.0+0.32
(0.0-1.7) (0.0-2.0)
Con cuello doblado 0.0+0.22 0.0£0.12
(0.0-1.0) (0.0-0.5)
Con cola enrollada 0.0+0.1°2 0.0+£0.02
(0.0-0.0) (0.0-0.0)
Con cola doblada 0.0x0.0° 0.0x0.0°
(0.0-0.0) (0.0-0.0)

En parametros de espermatozoides en fresco comparados post descongelacién, distinta literal en superindice indica diferencia
estadistica (P<0.05)
Mediana + EE (Perc 25-75)
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8.3 Descripcién de la morfometria espermatica

Se determinaron las medidas de los espermatozoides de C. atratus y C. aura;
estimando los promedios de la longitud total, de la cabeza, parte media y del flagelo,

también se determiné el ancho en la region de la cabeza de los espermatozoides.
En la tabla 3, se evidencia que unicamente la longitud de la pieza media fue mayor 0.5

um (P<0.01) en los espermatozoides de C. afratus en comparacidon con los

espermatozoides de C. aura.

Tabla 3 Morfometria espermatica de Zopilote negro (Coragyps atratus) y Zopilote aura

(Cathartes aura).

Espermatozoides de:

Longitud de: Coragyps atratus Cathartes aura
Cabeza (um) 9.2+0.22 9.4+1.22
(7.5-10.3) (8.6-10.3)
Pieza media (pm) 2.7+0.12 3.2+0.1°
(2.0-3.3) (2.7-3.7)
Flagelo (um) 39.7+1.92 45.7+1.32
(20.5-55.9) (39.7-48.5)
Total (um) 49.6+1.92 58.4+1.3"°
(32.3-67.6) (52.2-61.1)
Ancho cabeza (um) 1.9+0.22 1.8+0.04 2
(1.2-2.6) (1.6-2.1)

En parametros de espermatozoides en fresco comparados post descongelacion, distinta literal en superindice indica diferencia
estadistica (P<0.05)

Mediana + EE (Perc 25-75)
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8.4 Patrones de Fluorescencia determinados con Clortetraciclina (CTC).
En las condiciones de evaluacion espermatica de este estudio, al igual que en los
resultados reportados por Ochoa et al., (2014) se determinaron en los espermatozoides

tres patrones de fluorescencia:

Patrén 1, (Figura 6). Espermatozoides con una fluorescencia uniforme a lo largo de

toda su superficie; considerado como intacto o no capacitado.

Patron 2, (Figura 7). Espermatozoides con una fluorescencia en la pieza media hacia

el acrosoma; catalogado_como capacitado.

Patrén 3, (Figura 8). Espermatozoides con una zona de fluorescencia pequefa bien
marcada en el area de la pieza media, se aprecian pequefias manchas, clasificado

como espermatozoide RA.

Figura 6.- Espermatozoide intacto, determinado con el uso de clortetraciclina. Lo que
sugiere que la presencia de Ca?* estda de manera homogénea en toda la superficie de
la célula, relacionada con un estado metabodlico pasivo o movilidad progresiva

caracteristica de espermatozoides no capacitados.
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Figura 7.- Espermatozoide capacitado, determinado con el uso de clortetraciclina. La
actividad de Ca?* (fluorescencia) se acumula en la zona donde se encuentran la regién
postecuatorial y apical del cuello, sitio donde se localizan las mitocondrias, lo que

sugiere una hiperactivacion espermatica, relacionada con el proceso de capacitacion.

Figura 8. Espermatozoide con reaccion acrosomal, determinado con clortetraciclina.
La actividad de Ca®* sin denotar en la region acrosomal, sugiere la pérdida de éste,

evidenciando una menor actividad y presencia de Ca?*
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8.5 Capacidad de reacciéon acrosomal in vitro
En los espermatozoides descongelados de C. atratus (Tabla 4), de manera evidente
se demostro la viabilidad espermatica al observar diferencias (P<0.05), en los
porcentajes de espermatozoides no capacitados, capacitados y con RA espontanea al
demostrar cambios asociados a la capacidad fertilizante de los espermatozoides (En
espermatozoides no incubados con MPV) y reaccidén acrosomal inducida (En
espermatozoides incubados con MPV), esto asociado también, al determinar un
incremento del 34 % (P<0.05) de espermatozoides que presentaron RA ante la
coincubacion con MPV como inductor de ésta. Lo anterior se observé asociado de
manera inversamente proporcional a los parametros de espermatozoides no
capacitados los cuales presentaron un decremento del 44 % (P<0.05) en los
parametros determinados en los espermatozoides coincubados con MPV.
Encontrando también una diferencia (P<0.05) de aproximadamente 7 % en los

espermatozoides capacitados.

Tabla 4 Capacidad de reaccion acrosomal en espermatozoides descongelados de
Zopilote negro (Coragyps atratus)

Sin Membrana Con membrana Mann-Whitney

perivitelina perivitelina (P)
51.0+£4.6 =" 6.4 +£1.10¢1 0.01
(42.4-60.8) (25.0-30.1)
36.7£5.122 30.2+2.30%2 0.05
(29.9-49.9) (27.7-33.3)
95+1.4=2:3 43.1+£2.103 0.05
(6.1-12.2) (36.8-45.1)
Kruskall-Wallis (p) <0.01 <0.01

En porcentajes de espermatozoides comparados sin Vs co incubados con membrana perivitelina, distinta literal en superindice
indica diferencia estadistica (P<0.05)

El porcentajes de espermatozoides con diferente condicion fisiolégica, distinta nimero en superindice indica diferencia
estadistica (P<0.05)

Porcentaje + EE (Perc 25-75)
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En los espermatozoides descongelados de C. aura (Tabla 5), Los porcentajes de
espermatozoides incubados sin y con MP, mostraron diferencias estadistica
significativa (P<0.0) entre aquellos no capacitados, capacitados y con RA espontanea
e inducida. También se determin6 un incremento (P<0.05) del 20 % de
espermatozoides con RA inducida. También se observd, con una relacion
inversamente proporcional, una disminucion (P<0.05) del 15 % en espermatozoides no
capacitados. El porcentaje de espermatozoides capacitados se determin6é en un
porcentaje promedio de 32% en espermatozoides sin y con coincubaciéon con MPV
(P<0.05).

Tabla 5 Capacidad de reaccién acrosomal, en espermatozoides descongelados de
Zopilote aura (Cathartes aura)

Sin Membrana Con membrana Mann-Whitney
perivitelina perivitelina (P)
544 +3.431 39.7+22 "1 0.01
(51.2-63.2) (38.5-45.2)
343+29 22 31.0+2.132 0.02
(28.8-38.0) (249-325)
9.25+13 323 29.3+3.753 0.01
(7.3-12.7) (22.2-36.5)
Kruskall-Wallis (p) <0.01 <0.05

En porcentajes de espermatozoides comparados Sin Vs Co incubados Con Membrana Perivitelina, distinta literal en superindice
indica diferencia estadistica (P<0.05)

El porcentajes de espermatozoides con diferente condicion fisiologica, distinta nimero en superindice indica diferencia
estadistica (P<0.05)

Porcentaje + EE (Perc 25-75)
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8.6 Determinacion de Acetilglucosamina y/o acido sidlico en la membrana plasmatica del
espermatozoide.

Se determinaron tres patrones de fluorescencia con el uso de lectina de germen de
trigo (Triticum vulgaris) ligada a isotioscionato de fluoresceina (WGA-FITC). Estos
patrones A, By C (Figura 9) se determinaron en las mismas condiciones de evaluacion
de las alicuotas que fueron evaluadas mediante tincion con CTC, para determinar los

porcentajes de espermatozoides no capacitados, capacitados y con RA espontanea e

inducida mediante su coincubacién con MPV, como inductor natural de la RA.

Figura 9. En la observacion microscopica, se determinaron en los espermatozoides,

tres patrones de fluorescencia.

A: espermatozoide con fluorescencia en cabeza, pieza media y flagelo
NO CAPACITADO.

B: espermatozoide con fluorescencia en la parte acrosomal, en la zona postecuatorial
y pieza media.
CAPACITADO

C: espermatozoide con fluorescencia tenue homogénea en todas las secciones del
espermatozoide, con una fluorescencia ligeramente mayor en la cabeza del
espermatozoide.

CON REACCION ACROSOMAL
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En los espermatozoides descongelados de C. afratus y C. aura (Tablas (6 y 7), se
determind que, entre los porcentajes de espermatozoides con fluorescencia asociada
a no capacitados, capacitados y con RA, tanto incubados con o sin MPV en las

diferentes condiciones, se observaron diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

En la tabla 6, de manera especifica se muestra para espermatozoides de C. atratus,
que los porcentajes de espermatozoides no capacitacion no mostraron diferencias en
sus porcentajes (P>0.05); a diferencia de los porcentajes de espermatozoides
capacitados en los cuales se determin6 una disminucién (P<0.05) del 15 %
aproximadamente, la cual puede explicar el incremento (P<0.05) del 20 % de
espermatozoides con reaccion acrosomal inducida (RAIl), cuando fueron coincubados

con MPV con respecto a los no incubados con MPV

Tabla 6 Determinacion de N-acetilglucosamina mediante lectina WGA en
espermatozoides descongelados de Zopilote negro (Coragyps atratus)

Coincubacion:

% de espermato- Sin Membrana Con membrana Mann-Whitney
zoides perivitelina perivitelina (P)

NO capacitados 40.0+3.9°1 36.4+3.5%1 0.01
(38.5-49.4 (27.9-40.1)

Capacitados 41.7 +3.322 26.5+2.8°2 0.05
(34.7-46.4) (21.6-31.3)

Con Reaccion 19.0+2.123 39.1+2.3b3 0.05
acrosmal (10.9-19.7) (33.9-44.2)

<0.01 <0.05

En porcentajes de espermatozoides comparados Sin Vs Co incubados Con Membrana Perivitelina, distinta literal en superindice
indica diferencia estadistica (P<0.05)

El porcentajes de espermatozoides con diferente condicion fisioldgica, distinta nimero en superindice indica diferencia
estadistica (P<0.05)

Porcentaje + EE (Perc 25-75)
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En la tabla 7, de manera especifica se muestra para espermatozoides de C. aura, que
los porcentajes de espermatozoides no capacitados mostraron una diferencia (P>0.05)
del 25 % en sus porcentajes; en espermatozoides capacitados no se encontraron
diferencias con un promedio de ambas del 30%. La diferencia en los porcentajes de
espermatozoides no capacitados puede relacionarse con el incremento (P<0.05) del
30 % de espermatozoides con RA, cuando fueron coincubados con MPV con respecto

a los no incubados con MPV.

Tabla 7 Integridad membranal en espermatozoides descongelados de Zopilote aura
(Cathartes aura)

Coincubacion:

Ve el Sin Membrana Con membrana Mann-Whitney
zoides perivitelina perivitelina (P)

NO capacitados 54.5+4.12! 30.4+2.9%1 0.01
(44.2-60.0) (23.5-36.6)

Capacitados 36.4+4.0%? 23.6+4.2%2 0.02
(28.3-44.8) (21.0-38.0)

Con Reaccion 10.4+1.723 42.6+2.6"3 0.01
acrosmal (79-14.1) (36.3-46.3)

<0.01 <0.05

En porcentajes de espermatozoides comparados sin Vs co incubados con membrana perivitelina, distinta literal en superindice
indica diferencia estadistica (P>0.05)

El porcentajes de espermatozoides con diferente condicion fisiologica, distinta nimero en superindice indica diferencia
estadistica (P<0.05)

Porcentaje + EE (Perc 25-75)

8.7 Comparacion entre capacidad de reaccién acrosomal y evaluacién membranal.
Cuando la evaluacioén se realizdé en condicidn de capacitacion se encontré una mayor

proporcion de los patrones 1 y A no capacitados, lo cual se invirtio, cuando los
espermatozoides se evaluaron en condiciones de RA, en donde se encontré una mayor
proporcién de espermatozoides con los patrones de fluorescencia 3 y C consideraron

como espermatozoides con reaccidén acrosomal.
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La proporcion de espermatozoides con reaccion acrosomal, se incrementd cuando los
espermatozoides se coincubaron con MPV; cuando los espermatozoides fueron
incubados en condiciones de capacitacion, se encontré6 que los patrones 2 y B se
presentaron en mayor proporcion.

Al relacionar la actividad espermatica se determind que los patrones 1 y A
corresponden a espermatozoides no capacitados o intactos; los patrones 2 y B a
espermatozoides considerados como capacitados y los patrones 3 y C corresponden

a espermatozoides con RA.

9 DISCUSION.

En el presente estudio, en ambas especies Coragyps atratus y Cathartes aura, los
eyaculados se obtuvieron mediante masaje dorso ventral, para recolectar el semen con
el uso de una micro pipeta graduada en fechas en las que la informacion bibliografica
reporta que no se encontraban en periodo reproductivo natural (Bucley, 2020; Arévalo
y Funes, 2019); sin embargo se evidenci6 la producciéon seminal, lo cual contrasta con
los reportes antes citados, demostrando que en Cathartiformes, la produccion
espermatica puede variar, al parecer de manera dependiente y asociada a la
disponibilidad de alimento y otras condiciones ambientales como puede ser el
fotoperiodo.

También es evidente el impacto antropogénico negativo para la conservacion de
especies y de la diversidad genética (Varadi y cols., 2013), por lo que existe una
necesidad urgente de crear bancos de germoplasma que resguarden informacién
biologica en riesgo. Este estudio, se estandariz6 un protocolo de congelacion que
permiti6 de manera adecuada la criopreservacion espermatica de dos especies de
Cathartiformes que puede servir de antecedente para la criopreservacion espermatica
de ejemplares del mismo grupo taxondmico, que pueden estar en alto riesgo de
extincion como lo son el zopilote rey y el condor de California.

Los resultados de morfometria espermatica muestran que la longitud del cuello de los
espermatozoides de Cathartes aura poseen una diferencia significativa frente a los

espermatozoides de Coragyps atratus, siendo la de Cathartes aura mas grande. Ni-
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Hao Gu (2019) describe en mamiferos que la pieza media contribuye al movimiento
flagelar, siendo que aquellos espermatozoides con piezas medias mas largas poseen
una movilidad mayor que aquéllos con pieza media mas corta, también hace mencion
gue en mamiferos hay una relacion positiva entre el tamafio de la pieza media y el
grado de promiscuidad en las especies.

En aves paseriformes, Benisson (2016), describe que la pieza media incrementa su
volumen conforme la longitud del flagelo se incrementa, sin embargo, esto no se
presenta en todas las especies de paseriformes siendo que hay descripcion de flagelos
largos con piezas medias cortas; Santiago y colaboradores (2017) también describe
gue espermatozoides de aves con mayor competencia sexual se relacionan con piezas
medias mas grandes.

Cramer y Gronstgl (2022), describieron como espermatozoides con un mayor volumen
de pieza media se relacionan positivamente con machos poligamos que tienen una alta
competencia entre otros machos. Dentro de las hipotesis que intentan explicar la razon
de esto se ha descrito principalmente que los espermatozoides mas largos tienen
oportunidades mayores de alojarse en los tubulos de almacenamiento espermatico de
las hembras (TAE). También Briskie y James (1997) describen que los
espermatozoides mas largos se encuentran en aves con mayor competencia
espermatica, y Santiago (2017), menciona que las aves poligamas presentan
eyaculados con mayor concentracion, volumen y espermatozoides vivos, en
comparacion con los eyaculados de aves mondégamas.

Por tanto parece ser que la competencia entre machos y la poligamia se encuentran
relacionados con espermatozoides mas largos, ya sea con piezas medias o flagelos
mas largos (Briskie y James,1997). Parece ser que a su vez el mayor tamafo se
relaciona con mayor movilidad ya sea por mayor cantidad de ATP producida por mayor
cantidad de mitocondrias alojadas en la pieza media (Benison, 2016) o por
mecanismos de movilidad en el flagelo (Mccarthy, 2021), de manera especifica para
poder alojarse primero en los TAE, prevenir que otros espermatozoides se almacenen

en los TAE o evitar ser desplazados por otros espermatozoides en los TAE.
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Por lo anterior, el hecho de que la pieza media en Cathartes aura sea de mayor longitud
que la de Coragyps atratus podria indicar que las primeras aves se encontraban bajo
mayor presion social ya sea por un comportamiento poligamo o por encontrarse éstas
en un sitio donde eran frecuentadas por otros ejemplares de Cathartes aura que
pudieron inducir la estimulacion, ya que ambas aves se describen como mondégamas.
Otro factor a tomar en cuenta es la longitud total del espermatozoide, donde existe
mayor variabilidad en los espermatozoides de Coragyps atratus en comparacion con
los espermatozoides de Cathartes aura; en ese sentido, Mccarthy y colaboradores
(2021), mencionan que a mayor competencia espermatica, menor variabilidad en el
tamano espermatico, y se relaciona con Coragyps atratus que se vieron enfrentados a
una menor competencia espermatica que Cathartes aura y por tanto esta ultima
especie tuvo una menor variabilidad en la longitud total de los espermatozoides.

La mayor diferencia encontrada con respecto a la morfometria, fue al comparar entre
especies, lo cual podria explicarse por el estimulo reproductor, ya que Cathartes aura
se vio sujeto a un mayor estimulo por la presencia de mayor numero de ejemplares a
diferencia de Coragyps atratus los cuales no se encontraban bajo la misma condicién
ambiental por estimulacion de hembras o machos (Cramer y cols., 2022; Mccarthy y
cols., 2021; Santiago-Moreno y cols., 2017).

Al realizarse la evaluacién basica de los espermatozoides en fresco y post
descongelacion en Coragyps atratus se observo que no hubo diferencia significativa
en los parametros de vivos, muertos, normales y anormales, los cuales son esenciales
para valorar la capacidad fertilizante de los espermatozoides del eyaculado, por lo tanto
el diluyente y el crioprotector mantuvieron a los espermatozoides viables y en buen
estado morfofisioldgico (Rakha y cols., 2016; Matsuzaki y cols., 2015).

Respecto a Cathartes aura, los parametros de evaluacién basica en fresco y
postdescongelacion no mostraron diferencia significativa respecto a los parametros de
vivos, normales y anormales a excepcion del porcentaje de muertos donde si se
encontr6 una diferencia significativa encontrandose mayor cantidad de
espermatozoides muertos post descongelados, lo cual es lo esperado al momento de
criopreservar espermatozoides ya que se reporté recientemente que el crioprotector

DMA altera la membrana plasmatica del espermatozoide (Mehaisen, 2022).
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En aves se ha descrito que la movilidad espermatica aumenta conforme estos avanzan
en los conductos deferentes hasta el momento de su eyaculacion (Gonzalez y cols.,
2019 ), también se reporté que los espermatozoides obtenidos de testiculo tienen una
capacidad fertilizante, por lo que se plantea que desde los testiculos hasta los
conductos deferentes suceden eventos importantes para el proceso de la capacitacion,
al igual que los tubulos de almacenamiento espermatico que poseen las hembras, los
cuales se encuentra en el oviducto, en la unién utero-vaginal donde los
espermatozoides pueden sobrevivir durante un largo tiempo, asociado esto a un
proceso de descapacitacion y capacitacion (Gonzalez y cols., 2019 ). Respecto a la
RA, puede inducirse al incubarse con membrana perivitelina o con Ca?* extracelular
(Gonzélez y cols., 2019).

Los procesos importantes para la fertilizacion son la RA y la capacitacién, ambos
indicadores de fertilidad muy usados en estudios in vitro (Kawamoto, 1999), ademas
de que la N-acetilglucosamina también puede utilizarse para medir capacitacion y
reaccion acrosomal.

La viabilidad espermatica pos descongelacion2+ puede ser distinta entre diferentes
especies de aves, uno de los factores bioldgicos potencialmente responsables de tales
diferencias es la variacién de la fluidez de la membrana plasmatica, la cual tiene un
papel importante en la restauracion fisioldgica después de la criopreservacion; el
estado de la membrana espermatica post descongelacion puede ser evaluado
utilizando técnicas de microscopia con fluorescencia (Blesbois et al, 2005). Los
resultados de este estudio demostraron similitud entre los espermatozoides de las dos
especies estudiadas, sugiriendo que es posible utilizar la misma metodologia para
criopreservar espermatozoides de especies del mismo grupo taxondémico de los
cathartiformes y también tratar de dilucidar mecanismos de otros aspectos fisiologicos
En cuanto al estado metabdlico de los espermatozoides determinado con el uso de
CTC, en espermatozoides de Coragyps atratus la viabilidad espermatica se mantuvo,
ya que al agregarse la membrana perivitelina (MPV) e inducirse RA, se obtuvo un
incremento del 34% en la RA al usar la MPV, ademas los espermatozoides no
capacitados disminuyeron en un 44 %. Respecto a los espermatozoides de Cathartes

aura, estos incrementaron su RA en un 20% al usar la MPV disminuyendo en un 15%
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los espermatozoides no capacitados al usar MPV manteniendo también la viabilidad
espermatica.

Los parametros de maduracion espermatica determinados con CTC que mide la
actividad de calcio idnico en el espermatozoide mediante fluorescencia, mostraron que
los porcentajes de espermatozoides intactos, fueron mayores a los porcentajes de
espermatozoides capacitados, los cuales pareciera se mantuvieron sin cambio, sin
embargo el porcentaje de espermatozoides con RA, se incrementé después de la
coincubacion con MPV, ya que al evaluar la RA, los niveles de espermatozoides
intactos disminuyeron y los niveles de espermatozoides reaccionados aumentaron,
observando porcentajes de espermatozoides capacitados similares a los incubados en
condicion de RA; mientras los espermatozoides reaccionados fueron claramente
menores a los porcentajes de espermatozoides reaccionados incubados en esta
misma condicién, lo que demostro el efecto inductor de RA de la MPV, ya que contiene
la proteina ZP1 y progesterona, que son inductores naturales de la RA en
espermatozoides de aves (Sasanamiy cols., 2007).

Al determinar la presencia y distribucién de N-acetylgucosamina y/o acido sialico como
receptores membranales, mediante el uso de WGA-FITC; los espermatozoides de
Coragyps atratus no mostraron una diferencia significativa en cuanto al porcentaje de
espermatozoides no capacitados, teniendo una diferencia significativa en el porcentaje
de espermatozoides capacitados que disminuyendo al usar MPV y evidenciar un
incremento en los espermatozoides con RA, en los cuales se encontré diferencia
significativa aumentando este porcentaje. En cuanto a los espermatozoides de
Cathartes aura existe una diferencia significativa en cuanto a los espermatozoides no
capacitados disminuyendo el porcentaje de éstos al usar MPV y aumentando de
manera significativa el porcentaje de espermatozoides reaccionados.

Se ha reportado que el proceso de capacitacion espermatica en las aves no es
identificado durante la fertilizacion ya que ocurre en un tiempo muy corto (Lemoine y
cols., 2011), asi también la presencia de sustancias como proteinas descapacitantes y
condiciones que inducen de manera natural la descapacitacion espermatica en el tracto
de las hembras (Sasanami y cols., 2013). Los resultados de este estudio evidencian

parametros de capacitacion espermatica que de manera indudable son el
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‘paso” para que los espermatozoides maduren al grado de lograr la capacidad de
realizar la RA.

Las determinaciones realizadas con CTC y WGA evidenciaron que existe una
diferencia significativa con un aumento del porcentaje de espermatozoides con
reaccion acrosomal tanto en Coragyps atratus como en Cathartes aura, por lo que la
viabilidad de sus espermatozoides se mantuvo en un porcentaje adecuado, ademas de
gue al momento de realizar la descongelacién en ambas muestras se un porcentaje de
espermatozoides vivos y normales sin diferencias significativas en fresco y post
descongelacion, nos muestran que los espermatozoides se mantienen viables al
descongelarlos.

Un hallazgo que destaca, son los porcentajes de capacitacion determinados con
ambas técnicas (CTC y WGA):

En Coragyps atratus los pardmetros son los esperados, en Cathartes aura también los
parametros son los esperados a excepcion del porcentaje de espermatozoides
capacitados los cuales disminuyeron en Coragyps atratus. Con el uso de WGA-FITC,
en Coragyps atratus los parametros que destacaron fueron el de espermatozoides con
RA y espermatozoides no capacitados, ambos sin diferencias estadisticamente
significativas y con diferencias significativas en espermatozoides capacitados, con un
porcentaje menor de espermatozoides capacitados. En Cathartes aura los parametros
son los esperados con el parametro mayormente marcado de RA con una diferencia
significativa que indica que reaccionaron al encontrarse con la MPV y no anteriormente

con el DMA y el proceso de criopreservacion.
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10 CONCLUSIONES.

Se evidencié la produccidon espermatica en ejemplares ex situ bajo cuidado humano y

en periodos naturales distintos a los reportados por la bibliografia.

El protocolo de criopreservacion espermatica implementado, demostré ser util para
ambas especies estudiadas, mostrando resultados similares, lo cual sugiere que puede

ser utilizado para otras especies del mismo grupo taxonémico Cathartidae.

Los parametros de morfologia espermatica evidenciaron diferencias entre especies,
sin embargo, no se asociaron a resultados de evaluacion basica distintos

postdescongelacion espermatica.

Los indicadores de maduracion espermatica confirmaron la viabilidad espermatica
adecuada in vitro, ademas de demostrar parametros de espermatozoides no
capacitados, capacitados y con RA, los cuales, hasta donde sabemos, no han sido

reportados para las especies estudiadas.
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12 ACTIVIDADES REALIZADAS DURANTE LA MAESTRIA

A) Se particip6 en el curso “2021 del PACE”, para aves neotropicales y del zopilote rey
organizado por la CONABIO. Noviembre de 2021.

MEDIO AMBIENTE A CONANP
e

C. Hemeroheb Adridn Moreno Marin

GUILAS NEOTROPICALE
Y ZOFPILOTE REY 2"l

llustracion 1 PACE para aves neotropicales y zopilote rey

B) Reunién del PACE 2012. Se definieron las acciones a seguir en los siguientes 2
meses en el subgrupo “Manejo reproductivo bajo cuidado humano” Con las acciones:
Inventario de individuos bajo cuidado humano de las seis especies del PACE y
condiciones de resguardo de los individuos de las seis especies (con potencial de

reproduccion).
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llustracion 2 Participacion en el PACE

C) Se realiz6 una estancia de investigacion de movilidad en el Zoolégico Miguel
Alvarez del Toro durante un mes desde el 15 de julio al 18 de agosto de 2022, donde
se manejaron ejemplares de Zopilote Rey (Sarcoramphus papa) y de Spizaetus

tirannus.

llustracion 3 Manejo reproductivo de Spizaetus tirannus y Sarcoramphus papa en el
zoologico Regional Miguel Alvarez del Toro

D) Se realizdé una conferencia sobre “reproduccion asistida en aves” como parte del
curso de “Medicina y manejo de aves silvestres bajo cuidado humano” realizado el

25,26 y 27 de agosto del 2022 en el Zooldgico Regional Miguel Alvarez del Toro.
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llustracion 4 Conferencia sobre "Reproduccion Asistida en aves”

E) Se participé6 como ponente en el curso Medicina y manejo de aves silvestres bajo

cuidado humano” .Realizado en el ZooMAT en Agosto de 2022.

llustracion 5 Curso de Medicina y manejo de aves silvestres bajo cuidado humano
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