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CRIOPRESERVACION DE ESPERMATOZOIDES DE GALLO DE COMBATE: EFECTO
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ABSTRACT

Glycerol (Gly) is the cryoprotective agent (CPA) most widely used to cryopreserve rooster semen.
However, its cryoprotection, toxicity, and efficacy may vary in different breeds of roosters (e.g.,
fighting rooster). In this sense, this investigation evaluated the effect of different concentrations of
Gly added to the Lake-Ravie extender on the kinetic variables and plasma membrane integrity
(PMI, equivalent to viability) of rooster spermatozoa. A total of 42 semen ejaculates from 6 Spanish
fighting roosters (collected in 7 weekly sessions) by dorsal massage technique were used to conform
7-pools. Each pool was divided into é-aliquots and then 6 treatments were formed according to
Gly concentrations: O (control), 2% (Gly-2), 4% (Gly-4), 6% (Gly-6), 8% (Gly-8), and 10% (Gly-
10). The samples were frozen in static liquid nitrogen vapors, and their post-thaw sperm quality
was analyzed using the CASA system (SCA-2018®) and Fluorescence (Pl). Results after thawing
showed that total (MT, %) and progressive (MP, %) motilities were higher (P<0.01) with the Gly-8
treatment compared to the control group and the Gly-4 and Gly-6 treatments. Regarding the post-
thaw kinetics, the oscillation (WOB, %) and the beat-cross frequency (BCF, Hz) were higher (P <
0.05) in the Gly-6, Gly-8, and Gly-10 treatments compared to their control. Finally, the PMI (%)
was greater with the Gly-8 treatment compared to the Gly-2 treatment (P<0.05) and the control
group (P<0.01). In conclusion, the addition of 8% glycerol to the freezing medium produced better
sperm cryosurvival based on higher kinetics and integrity of the plasma membrane of fighting
rooster spermatozoa.

Keywords: Fighting rooster, semen, glycerol, freezing, Lake-Ravie
RESUMEN

El glicerol (Gly) es el agente crioprotector (ACP) mds utilizado para criopreservar semen de gallo.
Sin embargo, su crioproteccién, toxicidad y eficacia pueden variar en diferentes razas de gallos
(Ej. gallo de combate). Por lo tanto, esta investigacién evalué el efecto de diferentes
concentraciones de Gly adicionando al diluyente Lake-Ravie sobre las variables cinéticas e
integridad de la membrana plasmdtica (IMP, equivalente a la viabilidad) de espermatozoides de
aves de combate. Un total de 42 eyaculados de 6 gallos de combate Esparioles (recolectados en
7 sesiones semanales) mediante masaje dorsal, fueron usados para conformar 7 agrupaciones
(pools). Cada pool fue dividido en 6 alicuotas y entonces 6 tratamientos fueron conformados segun
las concentraciones de GLY: O (control), 2% (Gly-2), 4% (Gly-4), 6% (Gly-6), 8% (Gly-8), y 10%
(Gly-10). Las muestras fueron congeladas en vapores de nitrégeno liquido estético y analizadas
su calidad espermdtica post-descongelacién mediante el sistema CASA (SCA-2018®) y
fluorescencia (Pl). Los resultados después de la descongelaciéon demostraron que la motilidad total
(MT, %) y progresiva (MP, %) fueron mayores (P < 0,01) con el tratamiento Gly-8 comparado con
el control y los tratamientos Gly-4 y Gly-6. En cuanto a la cinética, la oscilacién (WOB, %) y la
frecuencia de batida de flagelo (BCF, Hz) después de la descongelacién fueron mayores (P<0,05)
en los tratamientos Gly-6, Gly-8 y Gly-10 en comparacién con su control. Finalmente, la IMP (%)
fue superior con el tratamiento Gly-8 comparada con Gly-2 (P<0,05) y control (P<0,01). En
conclusién, la adicion de glicerol al 8% al medio de congelacién produjo una mejor
criosupervivencia espermdtica basada en una mejor cinética e integridad de la membrana
plasmdtica de espermatozoides de aves de combate.

Palabras claves: Aves de combate, semen, glicerol, congelacién, Lake-Ravie
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INTRODUCCION

La crianza de gallos de combate en el Ecuador ha ganado un
especial interés por sus criadores y aficionados. En la regién
sur del Ecuador, se han identificado varios ecotipos de gallos
de combate tales como chilenos, cubanos y puertorriquefios
(Hernéndez-Encalada and Jara-Solano, 2019). El cruzamiento
y mejora genética de esta raza han sido direccionados a
aumentar las habilidades de combate. Sin embargo, hasta el
momento, los cruzamientos de estas aves se siguen haciendo de
manera tradicional mediante un apareamiento directo. La
aplicaciéon de biotecnologias reproductivas que permitan
maximizar la eficiencia reproductiva en esta especie ha sido
deficiente o nula en Ecuador. De hecho, en un estudio reciente
se inicidé con la caracterizacién de las variables espermaticas
de gallos de combate recolectados mediante el masaje dorsal
y electroeyaculacién (Moscoso et al., 2021). Este estudio
contituye un primer paso para poder iniciar los procesos de
criopreservacion y la creacién de bancos de dosis seminales de
esta raza para aplicar en programas de inseminacién artificial
(IA).

Durante la criopreservacion, los espermatozoides de gallo
sufren varios cambios estructurales, bioquimicos y funcionales
que reducen la motilidad, viabilidad y fertilidad (Gliozzi et al.,
2011). Para mitigar los efectos deletéreos propios de la
criopreservacién, la adiciéon de los agentes crioprotectores
(ACP) son indispensables para la criosupervivencia
espermdtica. El glicerol (Gly) actéa como un ACP que evita la
formacién de cristales de hielo intracelular durante el proceso
de congelacién-descongelacién, reduciendo en lo posible, los
dafios en los espermatozoides (Svoradovéd et al.,, 2018). Sin
embargo, el glicerol al ser una sustancia quimica podria
resultar téxico en concentraciones no indicadas produciendo
una disminucién de la motilidad y fertilidad de los
espermatozoides de gallo (Svoradové et al., 2018). El Gly es
el ACP maés utilizado en semen de gallo en concentraciones
superiores al 8% (v/v) (Blesbois, 2007). Actuales protocolos de
criopreservaciéon de esperma de gallo ufilizan una
concentracién de glicerol del 11% (Blesbois et al., 2008; Purdy
et al, 2009; Long et al, 2010; Mocé et al., 2010). Sin
embargo, existen reportes que indican que el semen de gallo
congelado con 4% de glicerol (v/v), a pesar de tener una
calidad espermdtica mds baja, producen una capacidad de
fertilizacién similar en comparacién con las muestras
procesadas con concentraciones més altas de glicerol (6 — 8%,
v/v) (Blanch et al., 2014).

Por otro lado, otros autores observaron que la calidad y la
capacidad fecundante de espermatozoides criopreservados
con Gly o dimetilacetamida (DMA) varia segin las razas de los
gallos (Long, 2006; Blesbois et al., 2007). Una reciente
investigacion evalué diferentes concentraciones de Gly (2, 4, 6
8 y 11%) sobre la criosupervivencia de espermatozoides de
gallo de raza HeiFeng (China); los resultados demostraron que,
a pesar de que los pardmetros de calidad espermdtica in vitro
(motilidad, cinética, viabilidad) fueron mejores con el 11% de
gly, la fertilidad fue mayor con el 6% de Gly después de una
IA (Wu et al., 2020). Por lo tanto, en virtud de la optimizacién
de la criopreservaciéon de esperma de gallo de combate, es
necesario determinar qué concentracién de Gly proporciona
una mejor respuesta de motfilidad, viabilidad y capacidad
fecundante de espermatozoides para preservarlos en bancos
criogénicos. El objetivo de este estudio fue evaluar diferentes

concentraciones de glicerol (2, 4, 6, 8 y 10%, v/v) adicionados
a un diluyente de base sintética sobre la motilidad, cinética e
integridad de la membrana plasmética de espermatozoides
criopreservados de gallo de combate.

MATERIALES Y METODOS.

Animales y coleccién de semen

Seis gallos espafioles de combate, sexualmente adultos, de 1
a 2 afios de edad con un peso de 1,75 = 0.76 kg y
clinicamente sanos fueron usados en este experimento. Todos
los gallos donantes fueron separados en jaulas individuales de
malla metdlica de 0,42 m3 (0,60 x 0,70 x 1,0 m de largo,
ancho y alto, respectivamente) alojados en la Unidad
Académica de Ciencias Agropecuarias de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Catélica de Cuenca
(2°881607”S 78°95818 "O, a 2600 metros sobre el nivel del
mar). Todos los gallos recibieron las mismas condiciones de
alimentacién y manejo basado en 120 g / gallo / dia de
alimento comercial (16% de proteina cruda, 3% de grasa, 4%
de fibra cruda) y acceso libre al agua. Todos los animales
fueron manipulados de acuerdo con los procedimientos
aprobados por el Consejo Directivo de la Unidad Académica
de Ciencias Agropecuarias de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Catélica de Cuenca, y la
investigacion se llevé a cabo de acuerdo con el capitulo 7,8
del Cédigo Sanitario para los animales terrestre de la OIE -
2019© (07/08/2019), relativo a la proteccién de los animales
utilizados en los experimentos cientificos.

Cuatro semanas antes del inicio del experimento, los gallos
donantes fueron entrenados al método de recogida de semen
mediante masaje dorsal. Antes de cada sesién se aplicd
gentamicina directamente en la cloaca (50 Ug/mlL) para evitar
la contaminacién de las muestras, ademds de ello el animal fue
sometido a un ayuno de 8 horas antes de cada colecta para
evitar contaminacién de las muestras. Este procedimiento fue
realizado segin lo detallado por Moscoso et al. (2021) y
consistié en aplicar masajes dorsales repetitivos con una mano
del operador, y al mismo tiempo hacer una presién directa
sobre la cloaca con la otra mano. Se recogieron un total de 42
eyaculados de semen de seis gallos en siete sesiones semanales
de colecta (7 eyaculados / gallo).

Procesamiento de semen y tratamientos

En cada sesién de colectq, los seis eyaculados de semen fueron
agrupados para conformar un pool que inmediatamente fue
pre-diluido (1:1) con el diluyente Lake-Ravie (glutamato de
sodio [1,92 ¢], glucosa [0,8 g], acetato de magnesio 4H20
[0,08 g], acetato de potasio [0,5 g], polivinilpirrolidona [Mr 10
000; 0,3 g] y 100 ml de H2O [pH final 7,08, osmolalidad final
343 mOsm /kg]) (Lake and Ravie, 1984) a temperatura
ambiente y enfriado a 5 °C hasta transportar al laboratorio
en un tiempo menor a 20 minutos. Una alicuota de pool crudo
(sin diluir) fue tomada para calcular la concentracién mediante
conteo celular usando una cdmara de neubaver (Marienfeld,
Lauda- Kénigshofen, Germany). El procesamiento de las
muestras espermdtica se desarrollé en dos pasos. El primer
paso consistié en dividir cada pool en seis alicuotas de igual
volumen y concentracién inicial de 4 mL y 400 x 10¢
espermatozoides/mL  respectivamente, ajustadas con el
diluyente Lake-Ravie previamente enfriado. Estas muestras
fueron mantenidas a 5 °C durante 45 minutos. El segundo paso
consistié en afiadir a cada alicuota el mismo volumen inicial (4
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mL) de diluyente Lake-Ravie adicionada con diferentes dosis
crecientes de glicerol (0, 4, 8, 12, 16 y 20%, v/v) para
conformar seis tratamientos: O (control), 2 (Gly-2), 4 (Gly-4), 6
(Gly-6), 8 (Gly-8) y 10 % (Gly-10) de glicerol con un volumen
final de 8 mL y una concentracion de 200 x 106
espermatozoides/mL. Con este propésito, las concentraciones
finales de Gly y de espermatozoides fueron reducidas a la
mitad. Todas las muestras expuestas a Gly en diferentes
concentraciones fueron mantenidas en equilibrio a 5°C durante
10 minutos y entonces cargadas en pajuelas de 0,25 mL (IMV,
L’Aigle, France) previamente identificadas y selladas con
alcohol de polivinilo (Sigma P8136, St. Lois, MO, USA).

Congelacién de pajuelas

Las pajuelas se congelaron utilizando dos rampas colocadas
dentro de una caja criogénica de espuma de poliestireno de
31 X 31 X 30,3 cm de largo, ancho y alto respectivamente,
que contenia 3,4 L de nitrégeno liquido (NL2) (hasta 4 cm de
altura). El NL2 se colocéd previamente 30 min antes del proceso
de congelacién para equilibrar los vapores de NL2 dentro de
la caja criogénica. Las pajuelas se expusieron a los vapores de
NL2 y se colocaron en la primera rampa a 17 cm por encima
de la superficie de NL2 durante 4 minutos, y luego se colocaron
en una segunda rampa inferior a 1 cm por encima de NL2
durante 2 minutos mds. Este protocolo de congelacién en dos
rampas generé dos velocidades de enfriamiento por
aceleracién: la primera rampa produjo una velocidad de
enfriamiento de 7 °C/min (+5 °C hasta -35 °C); y la segunda
rampa una velocidad de 60 °C/min (-35 °C hasta -140 °C).
Finalmente, las pajuelas se sumergieron en NL2 para enfriarlas
a =196 °C y se mantuvieron durante tres meses hasta su andlisis
de calidad espermdtica post-descongelacion  (Santiago-
Moreno et al., 2011).

Un total de 168 pajuelas fueron congeladas y analizadas
considerando qué se 4 pajuelas por cada
tratamiento (6 tratamientos y 7 pools). Las descongelaciones
fueron realizadas después de dos meses de su criopreservacién
sumergiendo las pajuelas en agua enfriada a 5 °C durante 3
minutos y entonces su contenido fue recogido en un tubo
Eppendorf de 1,5 mL y mantenido en refrigeracién hasta su
andlisis de calidad espermética.

utilizaron

Analisis de calidad espermatica

Los pardmetros cinéticos de los espermatozoides de gallos de
combate frescos y criopreservados con diferentes dosis de
glicerol fueron analizados mediante el sistema CASA (Sperm
Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, v.6.4, software.
Microptic S.L., Barcelona, Espaiia) acoplado a un microscopio
de contraste de fase (Nikon Eclipse model 50i; contraste
negativo). Para este propésito, 5 pL de cada muestra
espermdtica fue colocada en un portaobjetos (22 °C) y se
cubrié con un cubreobijetos. El sistema regitré un minimo de 3
campos y 200 trayectos de espermatozoides para cada
muestra con un aumento de 10X (velocidad de adquisicién de
imégenes de 25 fotogramas / segundo). Se evaluaron los
siguientes pardmetros cinéticos espermdticos, tal como lo
describieron previamente Moscoso et al. (2021): porcentaje de
espermatozoides totales (MT), porcentaje de
espermatozoides progresivos (MP), velocidad curvilinea (VCL,

mbviles

um/s), velocidad de trayectoria promedio (VAP , um/s),
velocidad en rectilinea (VSL, pm/s), rectitud (STR, %),

linealidad (LIN, %), oscilacién (WOB, %), amplitud del
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desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, um) y frecuencia
de batida de flagelo (BCF, Hz).

La integridad de la membrana plasmdatica (IMP), equivalente
a la viabilidad de los espermatozoides, fue analizada
mediante microscopia de fluorescencia (contando 200 células),
utilizando un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse
E200 (epifluorescencia D-FL, fuente de alimentaciéon de
mercurio de super alta presiéon C-SHG1; Nikon Instruments Inc.,
Nueva York, EE. UU.), utilizando yoduro de propidio (Pl, Sigma
P-4170) como se describié previamente por Ugarelli et al.
(2017).

Analisis Estadistico

Un disefio completamente al azar (DCA) con 6 tratamientos, 7
repeticiones y 4 unidades experimentales (pajuelas
descongeladas) por tratamiento fueron usados en el andlisis de
este estudio. Los andlisis estadisticos fueron realizados en un
software STATISTICA® versién 12.0 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, EE.
UU.) para Windows. Los datos de las variables espermdticas
que no presentaron una distribucién normal, determinadas por
la prueba de Shapiro-Wilk, fueron transformaron a Arcoseno
(variables paramétricas porcentuales) o Log-10 (variables
paramétricas numéricos) previo a los andlisis estadisticos. Un
ANOVA unidireccional bajo un modelo lineal general (GLM) y
la prueba PosHoc de Tukey fueron utilizados para determinar
el efecto de las diferentes concentraciones de glicerol (0, 2, 4,
6, 8 y 10%) sobre la calidad espermdtica post-
descongelacién. Asimismo, el valor del semen fresco fue incluido
en la comparacién miltiple para comprobar el efecto
significativo de la criopreservacién en los distintos pardmetros
cinéticos. La significacién se fij6 en P < 0,05. Todos los
resultados estén presentados como valores promedios + EEM
(error estdndar de la media).

RESULTADOS

Los valores promedios £ EEM de los diferentes parédmetros
cinéticos evaluados en el sistema CASA se muestran en la Tabla
1. lLa integridad de la membrana plasmdética de los
espermatozoides criopreservados se expone en la Figura 1.
Los resultados demostraron que, tanto las muestras frescas,
como las muestras descongeladas del tratamiento Gly-8,
produjeron porcentajes mayores (P<0,01) de MT y MP que los
tratamientos control, Gly-4 y Gly-6 post-descongelacién. Sin
embargo, los tratamientos Gly-2, Gly-8 y Gly-10, a pesar de
ser menores, no mostraron diferencias significativas (P>0,05)
de los porcentajes de MT y MP post-descongelacién en
comparacién con las muestras frescas. Las velocidades (VCL,
VAP y VSL) no mostraron diferencias significativas (P>0,05)
entre tratamientos y muestras frescas. El porcentaje de rectitud
(STR) después de la descongelacién fue mayor (P<0,05) en los
tratamientos Gly-2 y Gly-6 comparados con su contraparte
control. Con la misma tendencia, el porcentaje de WOB vy el
valor de BCF después de la descongelacién fueron mayores
(P<0,05) en los tratamientos Gly-6, Gly-8 y Gly-10 en
comparacioén con su control.

El efecto crioprotector del glicerol se evidencié en todos lo
tratamientos de glicerol (Gly-2 a Gly-10) al mostrar
porcentajes de IMP mds altos (P < 0,05) comparados con su
grupo control. No obstante, las espermdticas
criopreservadas con tratamiento Gly-8 mostré ser mas efectivo
en la criopreservacién de espermatozoides de gallos de
combate al producir un mayor porcentaje de IMP comparado

muestras
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con el control (P<0,01) y el tratamiento Gly-2 (P<0,05) (Figura
1).

Tabla 1. Pardmetros cinéticos de espermatozoides de gallo de combate frescos y criopreservados usando el diluyente Lake-Ravie

y la adicién de concentraciones crecientes de glicerol (v/v).

Post-descongelacién

Tratamientos con Glicerol (v/v)

, Pool
Pardmetros
Fresco
(n:7) GIy-O Gly-2
(n=28) (n=28)

Gly-4
(n=28)

Gly-6
(n=28)

Gly-8
(n=28)

Gly-10
(n=28)

MT (%)*** 90,0 * 15,97« 21,1 £ 6,81e

53,1 £ 4,82abc

46,2 + 4,32bce

47,3 £ 5,32bce 68,1 + 4,610 64,0 £ 5,05abc

MP (%)** 55,3 £10,72¢ 7,4 £ 4,57¢ 29,5 £ 3,239» 20,1 £ 3,236 20,7 £ 3,57bc 32,0 £ 3,10 23,0 + 3,39abc
VCL (um/s) 75,0+ 11,36 58,4+ 484 623+343 57,0%+343 57,7+379 63,3%3,28 52,3 £ 3,59
VAP (Um/s) 61,3 110,93 40,7 + 466 508*330 455*+330 4821364 51,0%3,16 40,2 + 3,46
VSL (um/s) 53,21 10,14 352+433 4341306 390£306 423%338 4481293 33,9 + 3,21

STR (%)** 80,7 £ 6,369 71,3 1271 78,1+ 1,92«

LIN (%) 64,6 * 6,68 54,9+ 2,85 60,6+ 2,01
WOB (%)* 77,4+ 4,836 67,2 £ 2,066 73,8 % 1,450
ALH (um) 2,3 %0,29 23+0,12 2,1 +0,09
BCF (Hz)* 7,8 + 4,31ab 54+ 1,845 6,9+ 1,300

76,2 £ 1,92¢b

59,2 £ 2,01

6,5 £ 1,30k

73,5 £ 1,45q

1,9 £ 0,09

77,0£212¢ 76,1 £1,84 73,3+%201¢

61,5+223 61,7+%1,93 58,3 £ 2,11

749 £1,61¢ 74,9 % 1,39« 73,0+ 1,53¢

1,9£0,10 2,1+0,08 2,0 £ 0,09

6,7 £ 1,44« 7,1+ 1,24 9,9 £1,36¢

MT: motilidad total; MP: motilidad progresiva; VCL: velocidad con trayectoria curvilinea; VAP: velocidad promedio; VSL: velocidad
con trayectoria rectilinea; STR: rectitud; LIN: linealidad; WOB: oscilacién; ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza;
y BCF: frecuencia de batida de flagelo. Letras Diferentes en cada fila y en cada pardmetro difieren estadisticamente segin ANOVA

y la prueba de Tukey (a —e, P < 0,05).

2Gly-0 BGly-2 mGly-4 =Gly-6 mGly-8 BGly-10

b ab ab !

(%)

.

Integridad de la membrana plasmatica (PI-)

Z
7

Figura 1. Integridad de la membrana plasmética (tincién
fluorescente con ioduro de propidio, Pl-) de espermatozoides
de gallo de combate criopreservados con diferentes
concentraciones de glicerol (0, 2, 4, 6, 8 y 10%, v/v)
adicionado al diluyente Lake-Ravie. Letras diferentes en cada
barra expresa diferencias significativas, a = b, P < 0,05; a —
c,P<0,01;ab—-¢, P <0,05.

En general, una reduccién (P < 0,001) significativa de los
porcentajes de motilidad total (MT) y progresiva (MP) fueron
evidenciados después de la descongelacién en las muestras
espermaticas congeladas sin glicerol (control) y con el 4% (Gly-

24

4) y 6% (Gly-6). Asimismo,
congeladas con el 8% de glicerol (Gly-8) mostré porcentajes
mas altos de MT que aquellas muestras congeladas sin glicerol
(control, P < 0,001), y con 4 y 6 % de glicerol (P > 0,05). Con
la misma tendencia, el porcentaje de MP fue superior (P <
0,05) después de congelar las muestras espermdticas con el
2% (Gly-2) y 8% (Gly-8) de glicerol en comparacién con las
muestras congeladas sin glicerol (control) (Fig. 1)

las muestras espermdticas

DISCUSION

Los resultados de la presente investigacion demuestran que, en
comparacién con los espermatozoides frescos, los
espermatozoides criopreservados con dosis altas de glicerol, 8
% (Gly-8) y 10% (Gly-10) sufren menos reducciones de
calidad espermdtica en términos de motilidad y cinética
espermdtica. De hecho, la adicién de glicerol al 8% (v/v) al
diluyente de base sintética Lake-Ravie y la congelacién de los
espermatozoides de gallo de combate en pajuelas de 0,25 ml
en vapores de NL2 estdtico en un sistema de dos rampas de
congelamiento, produjo mejores resultados de
criosupervivencia celular basado en una mejor cinética (ej. MT
y MP) e integridad de la membrana plasmdtica (ej. IMP). A
diferencia de los resultados obtenidos en el presente estudio,
Abouelezz et al. (2015), Hammerstedt y Graham, (1992),
Blesbois y Brillard, (2007) y Mphaphathi et al. (2012) usaron
concentraciones altas de glicerol (ej. 8% a 11%, v/v), y
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entonces demostraron que la viabilidad y motilidad
espermdtica sufrieron una reduccién significativa de sus valores
(aproximadamente, se redujeron un 40 a 50% de sus valores
iniciales).

El Gly es un ACP penetrante que beneficia especialmente al
espermatozoide de aves a controlar la formacién de cristales
de hielo intracelular (letales) y las velocidades de tendencia
del agua a través de las membranas plasmatica en el proceso
de congelamiento y el descongelamiento (Levin and Miller
1981; Woelders et al., 2006). Asimismo, el Gly ayuda a
proteger el contenido de ATP celular y la retencién de las
macromoléculas superficiales fundamentales para evitar el
dafio criogénico y decadencia estructural (Hammerstedt y
Graham, 1992).

En las ¢ltimas décadas, el gicerol ha constituido el ACP mds
utilizado para criopreservar semen de gallo proporcionando
una buena crioprotecciéon al espermatozoide durante el
proceso de congelaciéon y descongelacion. A pesar de existir
otros ACP efectivos distintos al glicerol (ej. DMA,
metilacetamida) que se usan para la criopreservacién de los
espermatozoides de gallo (Woelders et al., 2006; Sasaki et
al., 2010; Santiago-Moreno et al., 2011), el glicerol 8% (v/v)
se sigue usando en la actualidad para criopreservar semen de
gallo, y su eficacia se compara con el DMA,
independientemente si su forma de adicién a la muestra
espermdtica es directa o dilvida en porciones (Behnamifar et
al, 2021). Sin embargo, otros autores recomiendan
concentraciones mds altas (11%) en razas de gallos en peligro
de extincién y su respuesta exhibié una gran variabilidad en
la criosupervivencia de sus espermatozoides (Long, 2006;
Blesbois et al., 2007). Por otro lado, se ha usado aditivos como
la (metilcelulosa) como absorbente de humedad junto con el

n-

incluso

glicerol para mejorar la supervivencia espermdtica y se
demostrd que esta adicién reduce los efectos anticonceptivos
del Gly cuando se insemina con semen fresco, pero no mantiene
la capacidad fertilizante en semen congelado-descongelado
cuando se usa en combinacién con 3 o 4% de glicerol (Phillips
et al., 1996). Por tanto, los protocolos de criopreservacién de
semen de gallo son susceptibles de ser optimizados, al menos
cuando se utilizan con razas especiales o de dificil
manipulacién como es el gallo de combate.

Reportes previos han demostrado que al usar altas
concentraciones de Gly (> 11%) para criopreservar
espermatozoides de gallo, permite lograr un alta
criosupervivencia espermdtica pero los resultados de fertilidad
son mds deseables cuando la concentracién de glicerol es
menor (ej. 4%) (Blanch et al., 2012; Tomds et al. 2013). Blanch
et al. (2014) demostraron que el semen de gallo de la raza
“Gallina Valenciana de Chulilla” congelado con el 6 al 8%
(v/v) de glicerol obtuvo mejores porcentajes de calidad
espermdtica  (motilidad e integridad de membrana
espermdtica), sin embargo, con el 4% de Gly mostré una
calidad seminal més baja, pero con una capacidad de
fertilizacion similar a las altas concentraciones de Gly. Ademds,
se demostrd que el semen de gallo congelado con el 4 y 6%
de Gly no fueron suficientes para proteger completamente la
membrana plasmatica del espermatozoide y la funcién de
motilidad del dafio criogénico (Blanch et al., 2014). Por esta
razén, los actuales protocolos de criopreservacién de semen de
gallo usan concentraciones de Gly entre el 8 y 11%, sin
embargo, para su uso en la IA, el semen descongelado es
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centrifugado antes de su deposicién en el oviducto. El presente
trabajo demostré que suplementando con 8% de glicerol a un
diluyente de base sintética se obtuvo los resultados mdas
deseables de motilidad, cinética e integridad de membrana
plasmadtica, siendo consistentes con los resultados de los
trabajos antes mencionados.

Los resultados obtenidos en esta investigacidon son sélidos
confirmando que altas concentraciones de glicerol 8 % (Gly-8)
y 10 % (Gly10) producen una mejor cinética como la MT y ALH
(batida del flagelo) comparado con las dosis bajas o sin
glicerol (control). De hecho, con el 8% de glicerol se consiguié
una mayor integridad de la membrana plasmatica comparado
con los otros tratamientos de menor concentracién de Gly. Es
importante considerar que los factores “raza” e individuo
(macho) podrian influir en el momento de la criopreservacion a
diferencia de los resultados obtenidos en razas ya definidas
(Blesbois, 2007). En efecto, nosotros especulamos que esta raza
de gallo podria influir en la congelabilidad de los
espermatozoides debido a que no es una raza completamente
estudiada ni definida, como ya se ha demostrado en otras
razas de gallos en referencia a la calidad del semen,
respuesta a la congelacién-descongelacion de
espermatozoides y la capacidad de fecundacién (Long, 2006).
Asi mismo otros autores concuerdan que concentraciones bajas
de glicerol tienen la capacidad de sintetizar y metabolizar el
glicerol para convertirlo en una fuente de energia extra para
los espermatozoides (Mohri y Masaki, 1967). Finalmente, los
resultados de esta investigacién son un punto de partida para
la optimizacién de la criopreservacién de espermatozoides de
aves de combate, dado que su raza y condiciones de manejo
(alta competencia y temperamento) constituyen un héndicap al
momento de iniciar programas de cruzamiento y mejora
genética en gallos utilizando material genético crio
preservado.

CONCLUSION

Los resultados de la presente investigacion demostraron que la
congelacién espermatozoides de gallo de combate con el 8%
de glicerol produjo una mejor criosupervivnecia espermdtica
basada en mejor motilidad, cinética e integridad de la
membrana plasmdética.
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