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ABSTRACT

The obijective of this study was to categorize the freezing of sperm of 11 rams (Pelibuey-
Blackbelly) aged 18 to 24 months based on total motility and sperm viability at thawing.
The semen was diluted to 37 °C with Triladyl® and egg yolk, packed in 0.5 mL straws at
a sperm concentration of 200x106. After 15 minutes after defrosting at 37 °C, sperm
motility and kinetics were evaluated by means of the CASA system, and fluorescence
viability with kit FluoVit® (Microptic, S.L., Barcelona, Spain). The freezing categorization
of ram ejaculates was 27.2% and 72.7% for rams with high freezing (CAC) (n= 3) and
rams with low freezing (CBC) (n= 8) respectively. Ejaculates from CAC showed significant
differences (p<0.05) in kinetic speed parameters (VCL, VSL and VAP), which suggests
that these ejaculates are more suitable for cryopreservation and would have a greater
chance of fertilizing due to their faster and more progressive movements.

Keywords: Ram, sperm cryopreservation, sperm.

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue categorizar la congelabilidad de espermatozoides
de 11 carneros (Pelibuey-Blackbelly) de 18 a 24 meses de edad en base a motilidad
total y viabilidad espermdtica a la descongelacién. El semen fue dilvido a 37 °C con
Triladyl® y yema de huevo, envasado en paijillas de 0.5 mL a una concentracién
espermdtica de 200x106. A los 15 minutos luego de la descongelacién a 37 °C, se
evalué la motilidad y cinética espermdtica por medio del sistema CASA, y la viabilidad
por fluorescencia con kit FluoVit® (Microptic, S.L., Barcelona Espafia). La categorizacién
de la congelabilidad de los eyaculados de carnero fue de 27.2 y 72.7% para los
carneros con alta congelabilidad (CAC) (n= 3) y carneros con baja congelabilidad (CBC)
(n= 8) respectivamente. Los eyaculados provenientes de CAC mostraron diferencias
significativas (p<0.05) en los pardmetros cinéticos de velocidad (VCL, VSL y VAP), lo que
sugiere que estos eyaculados son mds aptos para la criopreservacién y tendrian mayor
posibilidad de fecundar por sus movimientos mds répidos y progresivos.

Palabras clave: Ovino, criopreservacién espermdtica, espermatozoide.
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INTRODUCCION

La criopreservacion del semen es una biotecnologia esencial
para la reproduccién asistida, permite la conservacién del
material genético por un periodo indefinido de tiempo (Essawe
et al., 2018). Se han desarrollado y perfeccionado numerosas
técnicas con el objetivo de lograr nacimientos mediante la
aplicacién de dosis seminales crioconservadas (Watson, 1979),
obteniendo grandes avances en la congelacién del semen de
toro, mientras que otras especies, como el carnero, los
resultados de fertilidad han sido inconsistentes (O 'Meara et
al., 2005; Barbas y Mascarenhas, 2009). Estas variaciones en
los resultados pueden deberse a varios factores. Uno de ellos
es el dafio que sufren los espermatozoides debido al proceso
de congelacién-descongelacién  (Watson, 1995).  Esta
respuesta del espermatozoide del carnero al proceso de
congelacién-descongelaciéon puede variar entre individuos
dentro de la misma especie (Holt et al., 2005; Casas et al,
2009) e incluso entre fracciones procedentes del mismo
eyaculado (Sieme et al., 2004).

El sistema CASA ofrece automatizacién, velocidad, objetividad
y repetibilidad en las evaluaciones, lo que permite detallar
mejor la calidad del semen analizado y, por lo tanto,
proporciona informacién adicional sobre las caracteristicas
cinéticas de los espermatozoides, que se limitan a la
observacién convencional. Por lo tanto, Moses et al., (1995)
informaron que estos pardmetros proporcionan detalles que
permitirian una mejor evaluacién de la calidad del semen,
mientras que Amann y Katz (2004), informan que se puede
predecir el potencial de fertilidad del macho o seleccionar el
mejor procedimiento de manejo del semen.

El objetivo del presente estudio fue categorizar la
congelabilidad del semen de carneros de pelo (Pelibuey-
Blackbelly) en funcién de la evaluacién de la viabilidad y la
cinética espermdtica posdescongelacién.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en la unidad de produccién ovina y el
laboratorio de reproducciéon animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 1 de la Universidad
Auténoma de Guerrero, Guerrero, México. Todos los
procedimientos con animales se cabo de
conformidad con las leyes mexicanas para el bienestar y la
experimentacién de los animales (Ley 491 de Bienestar Animal
del Estado de Guerrero, México).

llevaron a

Coleccién y evaluaciéon de semen. Se utilizaron 11 carneros de
pelo (Pelibuey-Blackbelly) de entre 18 y 24 meses de edad,
los cuales fueron alojados en corrales individuales de 12 m2,
alimentados con una dieta de sorgo, soya y pastoreo con
forraje nativo. Los carneros fueron entrenados previamente
para la coleccién seminal con la ayuda de un maniqui (Buitrago
y Pérez, 2008). Se realizaron colecciones cada cuatro dias
hasta obtener 3 eyaculados por carnero utilizando vagina
artificial a 42 °C (Palomo et al., 2017). Los pardmetros
seminales evaluados antes del proceso de crioconservacion
fueron volumen, motilidad total (MT), concentracién vy
viabilidad espermdtica (VE). El volumen fue medido
directamente en tubo graduado después de la coleccién
seminal. La MT se evalué bajo observacién microscépica, con
un microscopio éptico (Labomed® Lx 500) (40X) atemperado
a 37 °C. La concentracién espermdtica se calculé mediante
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recuento en cdmara de Neubaur (Marienfeld®) previa dilucién
del semen 1:400 en solucién de formaldehido al 2.9%. La VE
se estimé mediante tincién con eosina-nigrosina, contando 200
espermatozoides y el resultado fue expresado en porcentaje.
Los eyaculados (tres por carnero) incluidos en el trabajo fueron
los mds altos, segin los reportados para la especie (Aké et al.,
2017). Los valores promedio * EE antes de la congelacién de
los eyaculados de los carneros para estas variables fueron:
volumen: 1.03%£0.1 mL; motilidad total: 85%0.9%;
concentracién: 3,854+239.1 x10¢/ml; viabilidad espermética:
8410.6%.

Criopreservacién y descongelacién. El semen fue diluido
previamente 1:1 (v/v) en medio comercial (Triladyl®) a 37 °C.
Posteriormente se ajusté la concentraciéon espermdtica a
200x106 espermatozoides, inmediatamente se envasé en
pajuelas de 0.5 mL y selladas con alcohol polivinilico. Después
se refrigeraron durante 120 minutos hasta alcanzar 5 °C,
luego se expusieron a vapores de nitrégeno liquido (-196 °C)
durante 10 min a 5 cm de altura y se almacenaron en termo
criogénico. Después se descongelaron dos pajuelas de cada
carnero en bafio maria a 37 °C durante 30 segundos con base
en el procedimiento descrito por Cebridn et al., (2010).

Evaluacion de la cinética a la descongelacion. Después de 15
min posdescongelacién de las pajuelas se colocaron 10 pl de
semen en cdmara Makler (Sefi-Medical Instruments Ltd.,
Biosigma Srl, ltalia) atemperada a 37 °C donde se evalué la
MT (%), velocidad curvilinea (VCL, um/s), velocidad rectilinea
(VSL, um/s), velocidad lineal (VAP, pum/s), indice de linealidad
(LIN, VSL/VCL x 100, %), indice de rectitud (STR, VSL/VAP x
100, %), amplitud media de desplazamiento lateral (ALH, um)
y la frecuencia de batido de la cabeza (BCF, Hz) mediante
software CASA (Sperm Class Analyzer - SCA 5 2010), provisto
de un microscopio de contraste de fases (Nikon, Eclipse
E200MYV R) atemperando las muestras a 37 °C. Los ajustes del
sistema fueron los siguientes: nimero de imdgenes (25/s),
Sptica (Ph-), escala (Nikon 10X), drea de particulas (>15 a 70
pUm2) espermatozoide lento (10-45 um/s), espermatozoide
promedio (45-75 um/s), espermatozoide rdpido (>75 pm/s),
progresivo (80%, STR) (Berlinguer et al., 2009; Tabarez et al.,
2017).

Viabilidad espermdtica. Se analizé utilizando un kit FluoVit®
(Microptic, S.L., Barcelona Espaiia) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Brevemente, se mezclaron 10 pL de semen con
1 pL de trihidrocloruro de trihidrato de Hoechst atemperado a
37 °C. Cinco minutos mds tarde, se afadié 1 pL de yoduro de
propidio tibio (37 °C) y la mezcla se incubé durante cinco
minutos mds. Después se colocaron 10 pL de la muestra en
cdmara de Makler (Sefi-Medical Instruments Ltd., Biosigma Srl,
ltalia) atemperada a 37 °C y se visualizé a través de la unidad
de emisién fluorescente (Nikon, Eclipse E200MV R) conectada
al sistema CASA (Sperm Class Analyzer - SCA 5 2010) donde
se clasificaron dos poblaciones de espermatozoides: vivos con
membrana plasmdtica intacta (trihidrocloruro de trihidrato
+/IP-) que se tifieron de azul y espermatozoides muertos con
membrana plasmética dafiada (trihidrocloruro trihidrato -
/IP+) que se tifien de rojo. Se contaron 200 espermatozoides
y el resultado se expresé como porcentaje de acuerdo con el
procedimiento descrito por Abdel-Aziz et al., (2019).



DOI. 10.18548/aspe,/0008.04

Gdmez L, Cuicas R, Jauregui |, Gutiérrez |, Ulloa R et al. SPERMOVA. 2020; 10(1): 26-31

Andlisis estadistico. Después de la descongelacién, se clasificd
la congelabilidad seminal de acuerdo con el procedimiento
descrito por Casas et al., (2009) realizando un andlisis de
agrupamiento jerdrquico, que incluye un algoritmo de
agrupamiento de enlace completo (vecino mds alejado), el cual
consiste en calcular las frecuencias de Chi-cuadrado a partir
de la motilidad progresiva y la viabilidad espermdtica,
formando dos grupos: carneros con alta congelabilidad (CAC)
y carneros de mala congelabilidad (CBC) y como resultado se
elaboré un dendrograma de disimilitud. Se realizé un andlisis
de varianza multivariado para los promedios de las variables
(MT y VE) entre CAC y CBC. Los patrones cinéticos de motilidad
espermadtica entre CAC y CBC fueron analizados con un
modelo lineal generalizado (GLM), se utilizé SPSS ver. 19.0
para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.) El nivel de
significancia se establecié en P <0.05.

RESULTADOS

Se determinaron dos grupos de congelabilidad de acuerdo con
los resultados de MT y VE de los eyaculados, como se observa
en la figura 1 (dendrograma de disimilitud) obteniendo 27.2 y
72.7% de carneros de alta congelabilidad y carneros de baja
congelabilidad respectivamente. Los carneros de alta
congelabilidad presentaron valores superiores al 55% de MT
y 50% de VE, en tanto que el resto de los carneros mostraron
valores inferiores al 46.8 y 46.0% respectivamente (figura 2).
Al considerar los promedios de MT y VE por categoria de
congelabilidad se observé que los CAC presentaron valores
superiores (p<0.05) a los CBC (Tabla 1).

Distancia de cluster
10 15 20 25

M2 1

M7 12

M11 22

M12 24

M3 3

M10 19

Identificacion

M5 7

-

M4 4
_l CAC
M9 16

M6 9

Figura 1. Dendrograma de congelabilidad de eyaculados de
carneros Pelibuey-Blackbelly. Carneros con alta
congelabilidad (CAC) y carneros de mala congelabilidad (CBC
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Figura 2. Variacién porcentual de los valores de motilidad
total (MT) y viabilidad espermdtica (VE) posdescongelacién de
carneros (Media + EE, n=11).
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Tabla 1. Motilidad total y viabilidad espermatica posdescongelacién de acuerdo con la categoria de congelabilidad del semen de

carnero.

Intervalo de confianza

Variable seminal Categoria M‘;dm EE (%) P
(%) . .
Inferior Superior
- CAC (n=3) 60.6¢ 2.8 54.3 67.0
Mofilidad total CBC (n=8) 39.95 1.7 36.0 438 0-0001
Viebiidad B CAC (n=3) 53.30 3.1 46.3 60.3 00010
abilidad espermatica CBC (n=8) 35.7b 1.9 31.5 40.0 :

CAC: carneros de alta congelabilidad; CBC: carneros de baja congelabilidad.

Los estimadores cinéticos de velocidad (VCL, VSL y VAP) de
acuerdo con las categorias de congelabilidad presentaron
diferencias significativas (P<0.05) entre CAC y CBC (Tabla 2).
Sin embargo, los pardmetros cinéticos de angularidad y
oscilacion (LIN, STR, ALH y BCF) no mostraron diferencias
significativas entre categorias (P>0.05).

DISCUSION

Los resultados del presente estudio permitieron separar
carneros en dos categorias: de alta y baja congelabilidad,
segun su  evaluacién  seminal  posdescongelamiento,
determindndose un 27.2% de CAC y un 72.7% de CBC.
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Tabla 2. Valores cinéticos de espermatozoides de carnero
Pelibuey-Blacbelly descongelados segin la categoria de
congelabilidad.

Variable cinética (n=(§3?5c80) (nZi;BSCI 3)
VCL (Um/s) 66.318.6¢ 41.915.2b
VSL (Um/s) 27.6%£5.3¢ 14.1£3.3b
VAP (Um/s) 38.116.0¢ 21.4%£3.7

LIN (%) 40.01+6.8° 31.314.1°
STR (%) 70.218.0« 61.114.9¢
WOB (%) 56.7+5.3° 49.0+3.3¢
ALH (MUm) 3.2t5¢ 2.4%£0.3°
BCF (Hz) 19.6£1.7¢ 18.1£1.3¢

Letras diferentes (superindice) en filas indica diferencia
estadisticamente  (P<0.05). CAC: carneros de alta
congelabilidad; CBC: carneros de baja congelabilidad; VCL:
velocidad curvilinea; VSL: velocidad lineal; VAP: velocidad
media; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud; WOB:
indice de oscilacién; ALH: amplitud media del desplazamiento
lateral; BCF: frecuencia de batido de la cabeza.

Los CAC presentaron valores de MT y VE superiores al 55 y
45% respectivamente. En este sentido Garcia (2014), encontré
porcentajes de MT de 40.8 y 47.4% y VE de 28.9 y 40.5% en
carneros de 1 y 2 afios respectivamente. Asi mismo Brito et al.,
(2004) observaron MT de 40.2 y 45.8% de VE en
espermatozoides de carneros de pelo.

Los valores medios de MT y VE a la descongelaciéon de
espermatozoides de CAC superaron significativamente los
valores medios de los CBC. Si bien es existen pocos trabajos
que hayan abordado estas diferencias en el potencial de
congelabilidad entre carneros (Garcia, 2014; Tabarez et al.,
2017; Palomo et al, 2017), se ha reportado que existen
variaciones individuales en la congelabilidad del semen,
determindndose que las muestras espermdticas de CAC
presentan valores superiores de viabilidad, integridad de
membrana del acrosoma y pardmetros cinéticos (Garcia,
2014). En el mismo contexto Yeste et al., (2015) en equinos
observaron diferencias significativas en la permeabilidad de
la membrana plasmaética, desorden lipidico de membrana y
produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) a favor de
los eyaculados de equinos buenos congeladores. También
Casas et al., (2009) ha reportado en porcinos el potencial de
congelabilidad, categorizando el 55.2 y 44.8% de verracos
buenos y malos congeladores respectivamente. Resultados
similares fueron obtenidos por Yeste et al., (2013), quienes
reportaron 54.3 y 457% eyaculados provenientes de
verracos buenos y malos congeladores respectivamente.

Las diferencias individuales en la congelacién del semen han
sido informadas entre verracos (Holt et al., 2005; Casas et al.,
2009; Druart et al., 2009), entre razas (Park y Yi, 2002;
Waterhouse et al., 2006), e incluso entre fracciones
provenientes del mismo eyaculado en verracos (Pefia y
Rodriguez, 2006). Asi mismo, han sido documentadas estas
diferencias en otras especies como el caballo (Amann y Pickett,
1987), el toro (Thomas et al, 1997) y otros animales no
domeésticos (Curry, 2000).

La explicacién fisioldgica de estas diferencias en la
congelabilidad entre machos estd basada principalmente en la
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susceptibilidad del espermatozoide a los dafios por el proceso
de criopreservacién entre animales de la misma especie. Esta
condicién se ha reportado y explicado de la mejor manera
durante el proceso de crioconservacién del semen de verraco,
en donde no todos los eyaculados presentan la misma
capacidad para resistir al proceso de congelaciéon-
descongelacién (Medrano y Holt, 1998; Herndndez et al,
2006; Leahy y Gadella, 2011). El fenémeno de diferenciacién
entre eyaculados buenos y malos congeladores parece iniciar
en el momento de la eyaculacién, puesto que Rath y Niemann
(1997) observaron que las diferencias de congelabilidad entre
verracos se da en muestras eyaculadas, pero no cuando los
espermatozoides son colectados en la cola del epididimo.

Las diferencias en la congelabilidad de los eyaculados afectan
a su posterior capacidad fecundante, observando que los
espermatozoides crioconservados provenientes de eyaculados
buenos congeladores tienen una tasa de penetracién en el
ovocito in vitro superior que los verracos malos congeladores
(Gil et al., 2005).

Por lo tanto, las diferencias entre eyaculados malos y buenos
congeladores rebasan el dmbito estricto de la capacidad de
resistencia a la congelacién. De la misma manera se han
llevado a cabo estudios con la finalidad de determinar qué
factores hacen posible la distincién entre eyaculados buenos y
malos congeladores, en este respecto, se ha sugerido que las
diferencias pueden deberse a un defecto en la
espermatogénesis o fallas en la maduracién en el epididimo,
principalmente en verracos malos congeladores (Calvin y
Bedford, 1971). Respecto a este ltimo punto, se ha obtenido
mejor calidad de semen y fertilidad in vivo al retirar el plasma
seminal después de la coleccién de semen y su posterior
agregarlo en un 10% al momento de la descongelacién en
muestras de malos congeladores (Okazaki et al., 2009). Esto
permite postular que las modificaciones en los protocolos de
congelacién serdn mds o menos efectivas sobre la
congelabilidad de los eyaculados en relacién de si estos son
buenos o malos congeladores. Sin embargo, en equinos, las
diferencias individuales que existen en la habilidad de la
resistencia a los protocolos de congelacién-descongelacién,
han sido reportadas principalmente en la integridad de la
membrana y MT.

Por otro lado, los estimadores cinéticos de velocidad (VCL, VSL
y VAP) de acuerdo con el potencial de congelacién, se
observaron diferencias significativas entre CAC y CBC; sin
embargo, los pardmetros cinéticos de angularidad y oscilacién
(LIN, STR, ALH y BCF) no mostraron diferencias significativas
entre categorias. Cabe destacar que la MT observada en el
presente trabajo fue superior a la reportada por Garcia
(2014) quien obtuvo 48.4+2.6 y 27.6%£3.0%, contrariamente
los patrones de velocidad (VCL, VSL y VAP) fueron inferiores
(101.2£2.0 pm/s; 40.3%3.8 pm/s; 59.814.0 pm/s)
respectivamente. En este sentido existe poca informacién
documentada basada en la congelabilidad de semen de
carneros (Luna et al, 2017), mientras que Ledesma et al,
(2017) mencionan que el incremento de los pardmetros
cinéticos de velocidad como VCL, VSL y VAP, indican que los
espermatozoides tienen una gran velocidad y mejor
oportunidad de fecundar el ovocito. Los valores reportados por
Ledesma et al, (2017) en VCL: 124.9%45.2 pum/s; VSL:
100.1+42.9 pm/s; VAP: 110+41.1 um/s junto con los de
linealidad (LIN) fueron descritos como espermatozoides
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rapidos y lineales, estos valores son superiores en comparacién
con los observados en el presente estudio, sin embargo, fueron
analizados a los 60 min a la descongelacién y adicionando
plasma seminal.

Es importante destacar que estos resultados de cinética
espermdtica demuestran que los carneros de alta
congelabilidad son mds rdpidos y progresivos y se sugiere
realizar estudios complementarios (in vivo) para comparar la
fertilidad mediante la inseminacién artificial por laparoscopia.

CONCLUSION

Las variables seminales de motilidad total y viabilidad
espermdtica determinaron dos categorias de congelabilidad
de semen en carneros de pelo (CAC y CBC). Los
espermatozoides de CAC mostraron patrones superiores de
velocidad (VSL, VCL y VAP) a los CBC. Futuros estudios
permitirdn estudiar la importancia de categorizar la
congelabilidad en programas de mejora genética basados en
la inseminacién artificial en condiciones de trépico.
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