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DILUYENTES Y CURVAS DE CONGELAMIENTO PARA CONSERVAR SEMEN DE
VENADO COLA BLANCA (Odocoileus virginianus)

Victoria Cessa Reyes, MC
Colegio de Postgraduados, 2014

El venado cola blanca es considerada la especie de fauna mas importante en México
por su valor econémico, su tolerancia a las actividades humanas y adaptabilidad a
gran variedad de ecosistemas. Su rentabilidad por el turismo cinegético ha motivado a
duefios de tierras a implementar en sus sistemas de produccion técnicas que mejoren
la calidad de los venados como trofeo. Tal es el caso del mejoramiento genético que
en la actualidad se lleva a cabo en la region noreste de México, a través de la
introduccién de sementales sobresalientes y la aplicacién de técnicas de reproduccién
asistida como la crioconservacion de semen para la inseminacion artificial.
Actualmente, existen en el mercado diversas sustancias comerciales utilizadas para
la diluciébn y congelacion de semen. Existe especial interés de los ganaderos
diversificados por la evaluacién de diluyentes comerciales que les proporcione
informacion para la compra del mejor producto, con el propésito de conservar en buen
estado el semen de venado que estan produciendo. Por tal motivo, la presente
investigacibn se realizO para estudiar el comportamiento de tres diluyentes
comerciales empleados en la crioconservacion de semen de venado cola blanca,
aplicando dos curvas de congelamiento que permita su conservacion y uso futuro. Se
utilizaron tres venados machos de 3.5 afios de edad; los diluyentes comerciales
fueron Biladyl®, Triladyl® y Bioxcell®; y las curvas de congelamiento evaluadas fueron
la recomendada para semen de ovino-caprino y la curva recomendada para venado.
Las evaluaciones de semen se realizaron teniendo como referencia el indice de
Calidad de Semen de Venado (ICSV). Los resultados mostraron diferencia entre los
diluyentes (p= 0.0301), no asi para las dos curvas evaluadas (p= 0.3684). El diluyente
mas conveniente a usar en la crioconservacion de semen de venado resulto ser el
Bioxcell®, mientras que tanto la curva que se usa en la crioconservacion de semen de
ovino-caprino como la curva recomendada para semen de venado, ambas pueden ser

utilizadas para conservar semen de venado, sin afectar el ICSV.

Palabras clave: venado cola blanca, semen, diluyentes, curva de congelamiento.



ABSTRACT
DILUTERS AND CURVES OF FREEZING TO CONSERVE SEMEN OF WHITE-
TAILED DEER (Odocoileus virginianus)
Victoria Cessa Reyes, MC
Colegio de Postgraduados, 2014

The white-tailed deer is considered the most important wildlife species in Mexico for its
economic value, tolerance to human activities and adaptability to great variety of
ecosystems. Its profitability as a game species has motivated landowners to
implement techniques in the production systems that improve the quality of deer as a
trophy. Such is the case of the genetic improvement that currently takes place in the
northeast region of Mexico, through the introduction of outstanding stallions and the
application of assisted reproduction techniques such as the crioconservation of semen
for artificial insemination. Currently, there are various commercial substances in the
market used for semen dilution and freezing. There is special interest of game ranch
owners by the evaluation of commercial diluents that provide them information for
choosing the best product, with the purpose of conserving deer semen in good
condition that they produce. Therefore, the present investigation was conducted to
study the behavior of three commercial diluters used in the crioconservation of White-
tailed deer semen under two curves of freezing for its preservation and future use.
Three male deer 3.5 years old were used. The commercial diluters were Biladyl®,
Triladyl® and Bioxcell®, and the evaluated curves of freezing were the recommended
for sheep and goat semen and the curve recommended for deer. Semen evaluations
were performed having as reference the Index of Quality of Semen of Deer (IQSD).
The results showed difference among diluters (p= 0.0301), but not for both evaluated
curves (p= 0.3684). The most convenient diluter to use in the crioconservation of deer
semen was Bioxcell®, while so much the curve that is used in the crioconservation of
sheep and goat semen as the recommended curve for deer semen, can be used to

freeze deer semen, without affecting the ICSV.

Keywords: White-tailed deer, semen, diluters, curves of freezing.
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l. INTRODUCCION

Los productos animales son un lujo inalcanzable para buena parte de la poblacion en
los paises subdesarrollados. A medida que la capacidad para adquirirlos se reduce, la
fauna silvestre cobra importancia como wuna alternativa para satisfacer los
requerimientos proteicos de los sectores poblacionales marginales (Pérez y Ojasti,
1996), de ahi que se lleve a la practica la caceria de subsistencia. Galindo-Leal y
Weber (1998) mencionan que la caceria de subsistencia se practica en cualquier
pueblo, ejido, rancheria, campamento o villa indigena al menos en la Sierra Madre,
pues la venta de carne y pieles también representa una fuente de ingresos
econdémicos. Por su parte, Aranda et al. (1999) también mencionan que en el sur de la
Cuenca de México este tipo de caceria representa una importante fuente de alimento
para la poblacion rural, pero también de ingresos dado el comercio y remedios
tradicionales. De la misma forma y mas recientemente, Naranjo et al. (2010) en
estudios realizados en el sur del pais reportan la misma importancia de la fauna
silvestre. Asi, se tiene que a lo largo y ancho del pais la necesidad del
aprovechamiento de la fauna silvestre por los pobladores depende de las propias

necesidades de estos.

La importancia de la vida silvestre en general y la fauna en particular varia de acuerdo
al nivel de desarrollo de las comunidades. Por ejemplo, en las comunidades rurales,
la vida silvestre es aun una fuente importante de alimento para los pobladores. Es
innumerable la lista de especies animales y vegetales colectadas directamente por las
comunidades rurales para complementar su dieta alimenticia. Pero, la fauna silvestre
también es aprovechada para usos diferentes a los alimenticios. Hasta nuestros dias
sigue siendo fuente importante de pieles, plumas, huesos, pigmentos, productos
medicinales, grasas y aceites (Lopez, 2009; Guerra et al., 2010; Naranjo et al., 2010).
Son utilizados como mascotas, como animales para domesticacion, para fines de

turismo y para la caceria deportiva (Lépez, 2009).

Entre las especies de mayor importancia como fuente de carne, piel y recreacion, se
cuenta al venado cola blanca (Odocoileus virginianus), ya que desde mediados del
siglo pasado se ha considerado como la especie de fauna silvestre mexicana mas
importante desde el punto de vista econdémico, dada su adaptabilidad y tolerancia,

tanto a las actividades humanas como a la enorme variedad de ecosistemas, y es la
1



especie con mas amplia distribucion en México (Galindo-Leal y Weber, 1998). Pérez y
Ojasti (1996) reportan que las especies de mayor importancia cinegética tienden a ser
las mismas en toda la América Tropical, asi el venado cola blanca es el mamifero de

caza mas cotizado en México, toda América Central, Colombia, Venezuela y Peru.

Por todas las bondades que el venado cola blanca representa como especie, el
estudio de su biologia, comportamiento y habitos es indispensable para poder llevar a

cabo su conservacién y mejoramiento.

La importancia econdmica que tiene el venado cola blanca en México es
considerable. La rentabilidad adquirida por el turismo cinegético ha motivado a los
duefios de las tierras a implementar técnicas que mejoren la calidad de los
organismos como trofeo. Tal es el caso del mejoramiento genético que en la
actualidad se lleva a cabo en la regién noreste de México a través de la introduccién
de sementales sobresalientes y la aplicaciéon de técnicas de reproduccion asistida

como la crioconservacion y la inseminacion artificial.
1.1. Objetivo General

Estudiar el comportamiento de tres diluyentes comerciales empleados en la
crioconservacion del semen de venado cola blanca, aplicando dos curvas de

congelamiento para su conservacion y uso futuro.
1.2. Objetivos Particulares

a) Estimar las variables de respuesta empleadas en la obtencién del indice de
Calidad de Semen para Venado (ICSV): motilidad masal, motilidad individual,
concentracion espermatica, porcentaje de espermas vivos Yy porcentaje de

espermas normales.

b) Estimar el ICSV de electroeyaculados obtenidos de venados cola blanca

durante su periodo reproductivo.

c) Evaluar tres diluyentes comerciales (Biladyl®, Triladyl®, Bioxcell®) con dos
curvas de congelamiento (para ovinos y para venados) teniendo al ICSV como

la variable de respuesta.



1.3. Hipotesis

Ho: La calidad de semen del venado cola blanca es similar al diluirse con los
diluyentes Biladyl®, Triladyl® y Bioxcell®.
Ha: Entre los diluyentes Biladyl®, Triladyl® y Bioxcell®, al menos uno es diferente

en cuanto a la calidad de semen.

Ho: La curva de congelamiento en el proceso de crioconservacion de semen de
venado cola blanca empleada para ovinos y caprinos produce la misma calidad de
semen a la curva recomendada para venado.

Ha: La curva de congelamiento para ovinos y caprinos difiere en la calidad de

semen a la curva recomendada para venados.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia del venado cola blanca

Las especies silvestres forman parte esencial de la identidad cultural de una regién y
representan multiples valores como los ecologicos, culturales, cientificos, recreativos,
educativos y estéticos (Aranda et al., 1999). El recurso fauna ha formado parte de la
herencia cultural y social como resultado de una constante interaccion que se fue
transformando en una visidn y apreciacion magica y religiosa. Estos animales
pasaron de ser una fuente de alimento y uso, a ser percibidos como deidades y una
manifestacion del mundo humano. Por ejemplo, los venados machos al estar dotados
de una cornamenta, que se renueva o muda anualmente, han significado el
crecimiento, el renacimiento, la fecundidad y la renovacién del mundo que persiste
hasta la actualidad (Guerra et al., 2010; Mandujano, 2010). Asi mismo, Mandujano
(2010) menciona ejemplos del uso e importancia del venado en forma cultural o
religiosa en muchos pueblos indigenas de México, como los huicholes, mazahuas,
mexicas, kikapus, tarahumaras, tepehuanos, yaquis, coras y seris, donde los venados
han sido representados como un hermano, un animal totémico o un dios-héroe,
motivo de reverencia, fiestas, bailes, leyendas o tradiciones religiosas. La cultura
ancestral de los yaquis esta enriquecida con ritos y tradiciones, entre las que
sobresale la Danza del venado, ejecucion simbdlica de la caza de este animal. El
venado era para los aztecas y mayas el simbolo de la criatura cazada por la muerte,
segun como se presenta en el codice Borgia de origen azteca y en el codice Tro-
Cortesiano maya.

A nivel econ6mico, Leopold en 1965 menciond que el venado cola blanca es la
especie cinegeética por excelencia. En México, esta especie tiene valor economico,
estético y cultural, presenta una amplia distribucion y también es altamente apreciada
por su valor cinegético, tiene una imagen carismatica y contribuye como fuente
alimenticia de las poblaciones rurales (Galindo-Leal y Weber, 1998; Ortiz et al., 2005).
Actualmente la caceria deportiva se ha extendido a muchas regiones del pais,
produciendo importantes beneficios econdmicos. La cinegética en Meéxico es una
actividad nueva al amparo de la Ley General de Vida Silvestre, es creciente y cada
vez mas importante, ya que genera empleos e ingresos econdmicos a quienes se

dedican a ello (Mandujano, 2010).



Estudios recientes sobre el uso de la fauna en el sur de México registraron que seis
especies de mamiferos, donde se incluye al venado cola blanca, contribuyeron con
87% del total de la fauna aprovechada en las comunidades de estudio. En el altiplano
y las serranias del norte y centro de México, a diferencia del sur, la caceria deportiva
es una actividad econGmica importante y se centra en un numero reducido de
especies nativas entre las que esté en primer lugar el venado cola blanca (Odocoileus
virginianus), seguido del venado bura (Odocoileus hemionus), el borrego cimarrén
(Ovis canadensis) y el pecari de collar (Tayassu tajacu), entre otras especies
(Naranjo et al., 2010).

A mediados de la década de los 60’s algunos ganaderos de Nuevo Laredo,
Tamaulipas, iniciaron la renta de sus predios para la caceria de venado cola blanca
como una actividad complementaria para la obtencién de ingresos. Lo anterior
propicid que otros ganaderos del Noreste de México se sumaran a las actividades
para un mejor manejo de la flora y fauna silvestre, generandose la ganaderia
diversificada, lo cual permitio la recuperacion de los recursos naturales, entre ellos la
poblacion de venado cola blanca (Villarreal, 1999). A 35 afios de su inicio, la
ganaderia diversificada ha incrementado la productividad y rentabilidad de las tierras
hasta en un 80%. Como ejemplo, durante 1999 la derrama econdmica de la
explotacion cinegética de venado cola blanca incluyendo las subespecies O. v.
texanus, O. v. carminis y O. v. miquihuanensis, se estim6 en 7.5 millones de dolares
(L6pez y Baddi, 2000).

En el afio 1997 se establecio el Sistema de Unidades de Manejo para la
Conservacion de la Vida Silvestre (SUMA) (SEMARNAT, 2013), con lo que
principalmente en la region noreste de México se establecieron ranchos bajo la
denominacion Unidad de Manejo para la Conservacion de Vida Silvestre (UMA), en
forma de esfuerzos comunitarios, civiles y particulares para buscar el
aprovechamiento sustentable de los venados, para obtener carne, pieles,
cornamentas, pies de cria, semen para inseminacion artificial y crias para
repoblacion. Desde su inicio, la creacion del Sistema UMA en México ha tenido un
fuerte impacto en la economia de la region. Un considerable nimero de ganaderos

involucra con bastante éxito el manejo y administracion de las poblaciones de venado
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cola blanca como una alternativa complementaria a las actividades ganaderas en sus
ranchos, ya que se ha estimado que en promedio cada cazador paga alrededor de
1,500 ddlares por el permiso de entrada a un rancho y los servicios de alojamiento,
sin la garantia del éxito de caceria (Velarde, 2004). A la fecha se tienen registrados
11,975 predios con la designacion de UMA en México (Figura 1) (SEMARNAT, 2013).

Hernandez (2010) menciona que en la actualidad, la caceria y la comercializacion de
ejemplares trofeo, es una industria bien desarrollada en muchos paises del mundo,
ademas de que ha ganado gran interés como estrategia de conservacion. Siendo
también fuente de cerca de 30,000 empleos en el sector rural y deja una derrama

econdémica de casi 5 mil millones de pesos anuales en la region noreste de México.

Unidades (UMA) registradas hasta el 31 de juliode 2013

Periodos en afios

0 2000 4000 6000 BODD 10000 12000 14000
Mo. de UMA's registradas. Total acumulado en miles

Figura 1. Nimero de unidades (UMA) registradas en México al 31 de julio de 2013. Datos tomados de
la Direccion General de Vida Silvestre en la pagina oficial de SEMARNAT (2013).

2.2. Biologiade la especie

Para México se reportan cuatro especies de cérvidos en vida silvestre: el venado cola
blanca, el venado bura, el temazate rojo y el temazate gris yucateco, para el caso del
wapiti se reporta como extinto del norte del pais (Villarreal, 1999; Gallina y Escobedo-
Morales, 2009; Mandujano, 2010).



Actualmente, la taxonomia del venado cola blanca en Meéxico esta basada
principalmente en aspectos morfolégicos y de distribucidn geogréfica; existen pocos
estudios genéticos que sustenten la variacion subespecifica dentro de esta especie
(Logan, 2004).

En México existen 14 subespecies, las cuales habitan desde las selvas de Chiapas y
Yucatan hasta los matorrales de Nuevo Leodn. La coloracion varia de café rojizo a café
grisaceo dependiendo de la regién en donde habita y la época del afio, generalmente
las formas nortefias son de talla mas grande y de coloracion grisacea, y en los climas
tropicales son mas pequefios y de color rojizo; la regién ventral del cuerpo y de la cola
son blancas (Galindo-Leal y Weber, 1998; Mandujano, 2010). Varias de estas
subespecies podrian ser consideradas como ecotipos mas que como subespecies
geograficas bien definidas (Galindo-Leal y Weber, 1998).

Entre los cérvidos, el venado cola blanca es un mamifero herbivoro de tamafio medio,
cuello largo, patas largas y fuertes, y pezufias en sus dedos adaptadas para moverse
por terrenos boscosos y accidentados, mudan cada afio de astas, la forma de sus
dientes les permite triturar una gran variedad de vegetales, su pelo es liso 0 moteado,
con hébitos diurnos, es una especie adaptable, que habita desde tierras bajas hasta
sistemas montafiosos por encima de los 3,000 m de altitud. En México, abarca toda la
Republica a excepcién de Baja California, desde las regiones subtropicales del sur
hasta el norte semiarido, ocupando una enorme variedad de ecosistemas (Gonzalez
et al., 2003; Mandujano, 2010). La disponibilidad de los componentes necesarios para
su existencia (alimento, agua, cobertura, espacio), las condiciones climaticas y
presencia de depredadores y competidores (ganado) influyen sobre la actividad y
tamafo de las poblaciones de esta especie (Ortiz et al., 2005).

Starker (1977) describio al venado cola blanca en México de forma general con una
longitud total de 1000 a 1300 mm; cola de 180 a 270mm. Peso de los machos entre
36 a 57 kg y en hembras de 27 a 45 kg. Gonzalez et al. (2003) reportan que la
longitud total es de 850 a 1500mm, cola de 100 y 150mm; los machos son
aproximadamente 20 a 30% mas grandes que las hembras y presentan astas con un

eje principal del que salen varias puntas.



El periodo de gestacion es de 196 a 205 dias y su reproduccion es poliéstrica
estacional. Debido a su amplio margen de distribucion, su estacionalidad es
sumamente flexible estando relacionada por completo a la latitud geografica y al
fotoperiodo (Galindo-Leal y Weber, 1998; Arenas, 2011). Produce de 1 a 3 crias por
parto, aunque se tiene reportado que los partos en hembras primerizas resultan en la
produccion de solo una cria, los partos gemelares se dan a partir de la segunda
gestacion y las gestaciones de trillizos son raras (Galindo-Leal y Weber, 1998; Drew y
Amass, 2004). Las crias recién nacidas presentan una coloracion café oscura con
manchas blancas a los costados y en la espalda (Galindo-Leal y Weber, 1998).

Los ciervos de cola blanca tienen cuatro conjuntos de glandulas externas (Figura 2):
glandulas del tarso en las superficies interiores de las patas traseras; glandulas
metatarsianas sobre las superficies exteriores de las patas traseras; glandulas
interdigitales entre las pezufias y las glandulas pre orbitales en los vértices de los
ojos. Cada glandula segrega un olor diferente, llamada "feromona”, y estos aromas
son parte de un sistema de comunicaciébn que identifica a los animales
individualmente (Halls, 1984).
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Figura 2. Glandulas externas presentes en el venado cola blanca. Tomado de Halls (1984).

P !'.3 ' ¥ BN
&L \ A Y ¥ vt Glandula T B .
- ‘ % at P N ]
Glandula é “" @"“e'd'g"a' ., b A B
% 7 - e T P
Glandula del tarso metatarsiana ‘\ « ) e JIO
‘ % “ Glandula preorbital

2.3. Temporada reproductiva del venado

El inicio de la actividad reproductiva del venado cola blanca, se rige por el
fotoperiodo, la latitud, la genética y la nutricion. La reproduccion es directamente
controlada por el sistema endoécrino y, depende de hormonas producidas por la
pituitaria anterior. Las hormonas son moléculas de proteinas que son producidas por
diversos 6rganos y estructuras en el cuerpo, por lo general, en respuesta a un

estimulo externo (como la luz o el olor). En los animales que se reproducen solo
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durante ciertas épocas del afio, los ciclos reproductivos hormonales se activan o

desactivan en consecuencia (Halls, 1984; Drew y Amass, 2004; Arenas, 2011).

Asher (2011) considera al venado cola blanca como una de las especies mas
fecundas entre las especies de cérvidos existentes. Para especies templadas y
articas en general, la presencia de los ciclos reproductivos estacionales se da
mediante el reconocimiento de los cambios del fotoperiodo, con el inicio de la
actividad de apareamiento por la disminucién de la luz del dia, disparando el inicio de
la temporada reproductiva (Halls, 1984; Arenas, 2011; Asher, 2011).

Una de las hormonas mas importantes en la fisiologia reproductiva de las especies
estacionales es la melatonina. Esta hormona, secretada por la glandula pineal en el
cerebro, retransmite los mensajes del fotoperiodo, influenciando el tiempo de
reproduccion, participando en la liberacion de hormonas sexuales de la hipdfisis
(Halls, 1984). Es secretada durante la noche y la duracién de los pulsos de secrecion
varia en relacion con la duracion de la noche, constituyendo de esta manera un indice
enddcrino del fotoperiodo prevalente (Galindo-Leal y Weber, 1998). Se ha reportado
que la administracion de melatonina en forma oral o por via intramuscular adelanta la

época de celo en el venado cola blanca (Ryg, 1986).

2.3.1. Anatomiay fisiologia reproductiva del macho

La anatomia reproductiva externa del venado macho la conforman el pene, prepucio y
escroto. El prepucio es la piel que cubre el extremo o glande del pene. Su funcion es
proteger al pene de lesiones. El pene se erecta durante la estimulacion sexual
resultando en su protrusion a través de la abertura del prepucio. El escroto es la
cubierta de piel en forma de saco que contiene los dos testiculos. El escroto cambia
de tamafio y posicion en relacion con la actividad fisica y la temperatura. La funcion
mas importante del escroto es mantener la termorregulacion de los testiculos para
asegurar que la temperatura testicular sea 4°C por debajo de la temperatura corporal.
Si aumenta la temperatura del testiculo, la produccidon de espermas se vera afectada
o inhibida. La anatomia interna del aparato reproductor masculino esta formada por
los testiculos y las glandulas deferentes que producen el liquido seminal en el que

nadan los espermatozoides (Drew y Amass, 2004).



Una serie de glandulas situadas cerca de la unién de la ampolla y la uretra pélvica
son importantes para la produccion de diversos componentes del fluido seminal.
Estas glandulas secretan proteinas y fructosa en el liquido seminal y aportan
aproximadamente el 30-50% del volumen del liquido seminal. La préstata es una
glandula grande localizada alrededor de la uretra pélvica cerca de la abertura de la
vejiga a la uretra pélvica. La prostata segrega aproximadamente el 25-40% del
volumen de liquido seminal. Las glandulas bulbouretrales se encuentran en la misma
area y contribuyen a la porcion final del fluido seminal. Los espermatozoides y el
liguido seminal constituyen el semen que se impulsa por contracciones ritmicas de los
vasos deferentes y la uretra en el pene. La calidad y cantidad del semen es
dependiente de la especie y de diversos factores como la alimentacion, el estado de

salud, la época del afio y la edad, entre otros (Drew y Amass, 2004).

Los machos de venado cola blanca alcanzan la pubertad y son fisiolégicamente
capaces de reproducirse a los 8 meses de edad. Los indicadores mas importantes
para notar el inicio de la pubertad de los venados juveniles, son la formacién y
pulimiento de las astas y un moderado engrosamiento de los musculos del cuello.
Cuando los machos se encuentran en el punto 6ptimo de sus condiciones fisicas y
reproductivas, presentan el maximo grosor del cuello, el pelo es lustroso y graso,
manifiestan un comportamiento agresivo hacia otros machos y de deseo sexual con
las hembras. Sin embargo, la monta y cépula por parte del macho es permitida
Unicamente en el momento del estro. Existen varias pautas de comportamiento que
marcan el inicio de la estacién reproductiva en los machos. Una de estas pautas es el
tallado de las astas contra arboles y arbustos. Estos cambios corporales, asi como el
ciclo de las astas, estan correlacionados con los pulsos de secrecion de testosterona
en los testiculos y de la hormona luteinizante (LH) en la hipofisis (Halls, 1984,
Galindo-Leal y Weber, 1998).

Drew y Amass (2004) describen la fisiologia reproductiva del venado cola blanca
mencionando que la principal hormona sexual masculina es la testosterona. La
testosterona es secretada por los testiculos, y responsable de la conducta sexual del
macho (Halls, 1984). En zonas templadas, la produccion de testosterona es
estacional y se relaciona con la duracion del dia. Con la disminucién de las horas luz

en el otofio, el hipotalamo segrega GnRH, que estimula la produccion de FSHy LH en
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la pituitaria anterior, al igual que en las hembras. Sin embargo, en el macho, el sitio
de accion de la FSH y LH son las células dentro del testiculo. La LH actia sobre las
células de Leydig en el testiculo iniciAandose la produccion de testosterona. La FSH
actua sobre las células de Sertoli en el testiculo y estimula la conversién de la
testosterona en estradiol con un resultante ciclo negativo de retroalimentacion en
hipotalamo y la glandula pituitaria anterior. La hormona estimulante del foliculo

proporciona el estimulo para la produccion de espermatozoides (Halls, 1984).

Halls (1984) menciona que Robinson y colaboradores en 1965 describieron un ciclo
testicular de tres fases en machos cola blanca de Texas, que consiste en (1) el
desarrollo principal, (2) la produccion total y (3) etapa de reposo. Estas fases se
asociaron con la aparicion de crecimiento de las astas, el desprendimiento del

terciopelo y la caida de la cornamenta, respectivamente.

En el macho la fertilidad también es estacional y, en general sincronizada con los
ciclos de crecimiento de las astas. Los machos de climas templados son infértiles sin
produccion de espermatozoides durante los meses de verano. En respuesta a la
disminucién de la duracion del dia en el otofio, aumenta la produccion de testosterona
gue da inicio a la espermatogénesis. En general, los venados machos son fértiles la
mayor parte del tiempo en que las astas duras estdn presentes. El pico de la
temporada de apareamiento coincide con el tiempo en que la mayoria de las hembras
exhiben el primer celo, que es cuando se produce la mayor parte de la actividad de

apareamiento (Drew y Amass, 2004).

2.4. Espermatogénesis

La espermatogénesis es la suma de una serie de eventos que ocurren en el interior
de los testiculos de los mamiferos cuya finalidad es la produccion de
espermatozoides. Este proceso ocurre en los tubos seminiferos de las gonadas del
macho, resultado de una serie de eventos cronoldgicos mediante los cuales las
células germinales o espermatogonias, se dividen mitéticamente en varias ocasiones
hasta dar origen a los espermatocitos, los cuales a su vez se dividen mediante

meiosis lo cual hace que se reduzca a la mitad el niumero de cromosomas, dando
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como resultado final la formacion del espermatozoide (Johnson et al., 2000; De Jonge
y Barratt, 2006).

La espermatogénesis puede ser dividida en tres estadios de desarrollo a) la
espermatocitogénesis, la cual es considerada la fase proliferativa, b) la meiosis o fase
de produccion de las células haploides y c) la espermiogénesis que es la Ultima fase
del proceso en la cual se da origen a una serie de transformaciones morfolégicas de

espermétida a espermatozoide (Amann et al., 1976) (Figura 3).

Espermatocitogénesis (2n) Meiosis Espermiogénesis (n)
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Figura 3. Representacion esquematica del proceso de espermatogénesis.

La funcion reproductiva de los ungulados esta influenciada por diversos factores
ambientales relacionados con el manejo, la nutricion y la sanidad principalmente. En
el macho, estos factores pueden actuar negativamente en la espermatogénesis,
ocasionando alteraciones que repercuten a corto plazo en la calidad y cantidad de
semen. Esto se reflejara en problemas de fertilidad que ocasionaran disminucién en la
tasa de paricion por fallas en la fertilizacién y por consecuencia en la repeticion de
celos (Hafez y Hafez, 2002). El inicio de la espermatogénesis en la pubertad depende

del peso corporal (Drew y Amass, 2004).

Mirarchi et al. (1977) estudiando los cambios anuales y los 6rganos asociados en la
produccion de espermatozoides especificamente en el venado cola blanca,
mencionan que los numeros de espermatozoides en el testiculo aumentaron
significativamente de junio a julio, lo que indica que en estos meses habia iniciado la
espermatogénesis. El nimero de espermatozoides en el epididimo no aumenté
significativamente hasta un mes después, por lo que concluyeron que los productos

de la espermatogénesis estaban siendo almacenados con anticipacion a la
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produccion de los espermatozoides. Esto se fundamenté por la presencia de
espermatozoides en el conducto deferente de los venados muestreados durante

agosto.

2.5. Colectade semen

Debido al desconocimiento de muchos aspectos del comportamiento reproductivo de
los cérvidos, la colecta de semen para su evaluacidon puede ser problematica
(Martinez-Pastor et al., 2006). Sin embargo, Drew y Amass (2004) reportan que el
uso de técnicas para ganado domeéstico ha sido adaptado para su uso en venados
con varias modificaciones, con el propdsito de adaptarse a la estacion reproductiva de
la mayoria de los cérvidos. De esta manera la recoleccion de semen en varias de
estas especies se ha realizado con éxito. Asher et al. (2000) mencionan tres métodos
para la coleccion de semen: servicio natural utilizando vagina artificial, recuperacion
post-mortem del epididimo y la electroeyaculacion. Esta Ultima es una técnica
eficiente y de uso comun en animales domésticos, la cual ha sido adaptada para su

uso en venados (Mendoza, 2008).

Asher et al. (2000) reportan que la mayoria de las colecciones de semen en venados
son realizadas por electroeyaculacion en donantes anestesiados o sedados. Al usar
esta técnica existen riesgos para los animales por el uso de los anestésicos, en
comparacion con los métodos de monta natural con vagina artificial. Sin embargo, la
electroeyaculacion tiene la ventaja de ser generalmente mas segura para el personal
gue maneja al animal; puede ser utilizada en todos los individuos, a diferencia de las
colectas realizadas solo en aquellos animales entrenados, y a menudo es menor el
tiempo empleado en la colecta. A su vez, el argumento de que los eyaculados
naturales son generalmente de mejor calidad que los electroeyaculados, no ha sido
aun demostrado en venados. Hasta la fecha, el semen se ha recogido
satisfactoriamente por electroeyaculacion en una amplia gama de especies de
céervidos, sin ninguna diferencia notable en la calidad o cantidad de la eyaculacion, en
comparacién con colecta de monta natural. Por otra parte, Holt (2000a) hace
referencia que el uso de la electroeyaculacion bajo anestesia general con los
animales silvestres da como resultado una calidad variable de semen y no esta

exenta de ser contaminada con orina o secreciones de las glandulas vesiculares.

13



Martinez-Pastor et al. (2009) observaron que los espermatozoides obtenidos por
electroeyaculacion, incluso desde la fraccion del eyaculado rica en espermatozoides,
parecié perder calidad de manera rapida cuando fueron incubados en medios sin

yema de huevo.

En el venado cola blanca, la colecta de semen por esta técnica se ha llevado a cabo
con éxito y a su vez, se han obtenido gestaciones con inseminacion artificial,

empleando semen fresco (Asher et al., 2000).

El venado cola blanca responde bien a suaves impulsos eléctricos repetidos que
aumentan gradualmente en intensidad. La sobre estimulacion eléctrica estresa al
macho, dado que se aumenta la tensién hasta el punto de que el venado pase a
contracciones musculares muy violentas. El volumen de semen colectado por
electroeyaculacion en el venado cola blanca generalmente va de 1 a 2 mL, aunque
hay reportes que puede llegar a ser de entre 3 y 5 mL. La colecta de semen en
cérvidos en clima templado generalmente se produce durante el otofio y el invierno
(Drew y Amass, 2004).

2.6. Evaluacién del semen

El éxito reproductivo masculino se determina en parte por el nimero de hembras a las
gue tenga acceso y por su capacidad de fertilizar los évulos disponibles. Los machos
pueden mostrar diferentes grados de fertilidad como resultado de su genética como
es el caso de la endogamia, o pueden ser temporalmente infértiles debido a las
causas ambientales como la escasez de alimentos, el estrés y el estado de salud. Por
ello, algunas de las caracteristicas del semen que se sabe influyen en la fertilidad
deben ser analizadas. Entre estas estan la concentracion de los espermatozoides, la
motilidad, la morfologia espermatica, y el estado acrosomal (Malo et al., 2005). Drew
y Amass (2004) incluyen en sus criterios de evaluacion de semen el volumen,
motilidad masal, motilidad individual, concentracion de espermas y porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales. Por otro lado, Martinez-Pastor et al.
(2009) estudiando la crioconservacion de espermatozoides en el ciervo ibérico
(Cervus elaphus hispanicus), consideran como caracteristicas de evaluacion, la
motilidad masal, motilidad individual, estado acrosomal y actividad mitocondrial de los
espermatozoides.
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Existen diversos métodos y técnicas para realizar la valoraciéon seminal, de acuerdo a
los intereses que se persiguen y los recursos disponibles. Para la evaluacion de
muestras de semen recogidos de epididimo en ciervo ibérico, Malo et al. (2005)
usaron tubos de ensayo graduados para medir el volumen de semen que se colecto,
para calcular la concentracion de espermatozoides utilizaron un hemocitdmetro y la
motilidad se determind subjetivamente a 37°C utilizando una escala de cero a cinco.
Para la viabilidad esperméatica, morfologia y la integridad del acrosoma se evalué en

frotis tefildos con eosina-nigrosina y, posteriormente, con Giemsa.

2.7. Calidad del semen

En la mayoria de los estudios para evaluar el semen de rumiantes, se considera a la
motilidad masal como la principal variable para determinar su calidad. Sin embargo,
la valoraciéon de la motilidad como Unico parametro de calidad seminal no es
suficiente para predecir la capacidad fecundante del semen (Muifio et al.,, 2005).
Clemente-Sanchez et al. (2012) desarrolla un modelo lineal para determinar la
calidad de semen en venado cola blanca expresado como el indice de Calidad de
Semen para Venado (ICSV), considerando las variables de respuesta motilidad
masal (MoM), motilidad individual (Mol), concentracion espermatica (CoE),
porcentaje de espermatozoides vivos (EsV) y porcentaje de espermatozoides

normales (EsN).

El modelo ajustado estad expresado en porcentaje y es definido como:
ICSV=(MoM/98(0.8038)+(M0l/98)(0.0176)+(CoE/9315)(0.0957)+(EsV/98)(0.0827)+(EsN/99
)(0.0002))100. EI ICSV es empleado en la valoraciéon de semen de venado bajo los
criterios de: a) regular, entre 52-62%; b) bueno, entre 63-77%; c) muy bueno, entre
78-91%; d) excelente, entre 92-100% y e) malo, por debajo de 51%. El resultado de
este modelo proporciona un criterio de la calidad del semen mas apegada a la
realidad y se recomienda su uso como una herramienta para la estandarizacion del
proceso de valoracion del semen de venados, y como una herramienta util en la

conduccion de investigaciones donde sea necesario la valoracion del semen.
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2.8. Crioconservacién de espermas

El objetivo de la crioconservacion de células espermaticas es la preservacion de
éstas para su uso posterior en programas de reproduccion asistida. El momento méas
critico de la crioconservacion de las células esperméticas es al inicio de la
congelacion y al momento del descongelado, puesto que es aqui donde se presentan
procesos fisico-quimicos regidos por las diferencias de temperatura y transporte de
agua entre las células y el medio, provocando que los espermatozoides que
sobreviven al congelado y descongelado, se vean alterados en sus propiedades
estructurales de la membrana plasmatica (Garcia, 2002).

Los primeros estudios realizados para conservar los espermatozoides mediante bajas
temperaturas fueron realizados por Spallanzani en 1776, quien observé motilidad al
conservar espermatozoides de mamiferos en frascos pequefos de vidrio mantenidos
a temperaturas bajo cero, para posteriormente exponerlos a temperaturas

ambientales (Garcia, 2002).

Salamon y Maxwell (1995) realizaron una amplia revision donde aportan datos
histéricos sobre el proceso de la crioconservacion de células vivas. En los inicios del
siglo XX (1907) Ivanov conservd espermatozoides de caballo por una semana
congelados a -15°C, pero no encontré motilidad después del descongelado. Jahnel en
1938, demostrd la posibilidad de congelar semen humano en hielo seco (-79°C),
nitrdgeno liquido (-196°C) o helio liquido (-296°C).

El uso de algunos agentes o sustancias que ayudan al proceso de congelacion fue
investigado por varios autores. Los primeros reportes sobre el uso de alguna de estas
sustancias crioprotectoras data de 1908, cuando Maximov observé que tanto tejidos
como células vegetales sobrevivieron al someterse a congelacion a -22°C cuando se
encontraban en una solucién con pequefias cantidades de glicerol. Posteriormente
Later et al. (1937) utilizando una solucion de glicerol 1M (9.2%), pudieron congelar
semen de conejo, cerdo, toro y carnero, con poca sobrevivencia, lo cual fue atribuido

a un efecto toxico de las altas concentraciones de glicerol (Garcia, 2002).
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También fueron realizadas otras investigaciones respecto al uso de algunas otras
sustancias crioprotectoras. Hadapp (1938) vitrific6 esperma de rana en una solucién
con alta concentracion de azucar (40%). Parkes en 1945 al utilizar concentraciones
moderadas de azucar obtuvo una buena proporcion de espermatozoides moviles de
humano después del descongelado. Polge (1949) reportd las propiedades protectoras
del glicerol, lo cual dio un gran impulso a la crio-preservaciéon del semen de
mamiferos. En 1950 Polge y Smith, perfeccionaron la metodologia para el
congelamiento del semen de bovinos, la cual, generalmente es utilizada para el
congelamiento de semen de otras especies, con algunas modificaciones. Asi, en
1955 Emmens y Blackshaw, al inseminar 679 borregas, solo obtuvieron un 5% de
gestaciones al utilizar semen congelado a -79°C. Golkin (1954) utilizando semen
diluido en solucién a base de yema de huevo, citrato de sodio, glucosa y glicerol, lo
conservaron por 30-50 dias y obtuvieron 19 y 43% de fertilidad. De igual manera, el
descubrimiento del glicerol como un excelente agente crioprotector marcé un gran
avance en el proceso de congelamiento del semen de muchas especies, lo anterior
se realiz6 a finales de la década de los 40’s (Holt, 2000; Holt, 2000a).

La mayoria de los diluyentes utilizados con éxito en cérvidos han sido adaptados de
los de a base de azucar tris y/o buffer-citrato desarrollados para otros pequefios
rumiantes, usando la yema de huevo para la proteccion contra descargas por frio y
glicerol como crioprotector. Asi, dos de los diluyentes mas comunmente utilizados
para la congelacion de semen de cérvidos, son: citrato de sodio-yema de huevo-
glicerol y tris-glucosa-citrato-yema de huevo-glicerol. En el venado cola blanca, la
congelacion de semen usando un diluyente a base de yema de huevo-tris, lactosa-
yema-glicerol o tris-fructosa-yema-glicerol ha resultado aceptable con supervivencia
de mas del 50% de motilidad espermatica después de la descongelacion de pellets o
pajillas (Asher et al., 2000). Los medios de congelacion empleados para el semen de
ciervo ibérico poseen los mismos componentes que los usados en el resto de

rumiantes (Garde et al., 2005).

Holt (2000a) advierte que existen diferencias entre especies respecto a la
susceptibilidad de los espermatozoides al proceso de congelamiento. Asi, por
ejemplo menciona que los espermatozoides de aves y humanos son mas resistentes

al choque por frio que los espermatozoides del toro y el carnero.
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Las sustancias que en mamiferos protegen a los espermatozoides durante los
procesos de congelacion y descongelacion se denominan sustancias crioprotectoras
(Salamon y Maxwell, 1995). Sin embargo, es conocido que dichas sustancias pueden
tener efectos negativos sobre las células esperméticas. Tomando en consideracion su
viabilidad y fertilidad, las sustancias crioprotectoras se pueden clasificar en dos
grupos, las de rapida penetracion al interior de la célula (dimetil-sulfoxido), etilenglicol
y propilenglicol y las sustancias de lenta penetracion celular las cuales presentan

mayor peso molecular como el glicerol (Molina et al., 1994b).

Holt (2000), menciona que las sustancias crioprotectoras pueden clasificarse de
acuerdo a su sitio de accion en sustancias que son capaces de penetrar al interior del
citoplasma celular, dentro de las cuales encontramos al glicerol, metanol, etilenglicol,
propilenglicol y dimetil-sulfoxido entre otras, y todas aquellas sustancias que no
pueden penetrar al interior del citoplasma celular, debido a su alto peso molecular y
gran tamafio. En este grupo se encuentran los disacéridos, trisacaridos y goma

arabiga, ademas de la yema de huevo.

Generalmente el crioprotector mas utilizado es el glicerol, cuyas concentraciones han
sido muy estudiadas (Salamon y Maxwell, 1995). La concentracién del crioprotector
depende del dilutor y especialmente de la presion osmética. Los dafios causados por
la formacion y disolucién de cristales de hielo durante el congelamiento y
descongelamiento del semen son acompafiados por cambios en la presion osmatica
de la fraccién de congelamiento. Cuando la fraccibn de congelamiento es enfriada
cerca del punto de congelacion, los cristales de hielo se forman debido a la
cristalizacion del agua presente dentro y fuera de la célula (Watson, 2000). La
proporcion de agua que se cristaliza y se convierte en hielo depende de la presion
osmoética de la solucién y de la temperatura (Holt, 2000). La concentracion del
crioprotector en altos o bajos niveles, afecta en gran medida la sobrevivencia de los
espermatozoides, los cuales a su vez son muy susceptibles a los efectos toxicos de

los crioprotectores en altas concentraciones (Watson, 2000).

Los diluyentes utilizados para la conservacion de semen, por lo general deben poseer

caracteristicas tales como tener un pH adecuado y capacidad amortiguadora (evitar
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cambios de pH al neutralizar los acidos producidos por el metabolismo de los
espermatozoides); adecuada osmolaridad, deben ser isotdénicos al semen (tener la
misma concentracion de iones libres); deben proteger a los espermatozoides de una
lesion criogénica (lesiones producidas por el choque térmico) (Salamon y Maxwell,
2000; Carballo, 2005); proporcionar nutrientes para el metabolismo de los
espermatozoides, controlar contaminantes microbianos, ser de facil preparacion,

estables y econémicos (Carballo, 2005).

Asher et al. (2000) reportd que existian pocas investigaciones originales en
formulacion de diluyentes especificamente para semen de cérvidos, probablemente
porque los diluyentes existentes habian dado resultados aceptables. Sin embargo,
algunos investigadores han comparado varios diluyentes de semen desarrollados
para otros rumiantes con el fin de encontrar el mas adecuado para una especie en

particular.

2.9. Tipos de diluyentes

En la actualidad, existen en el mercado varias marcas comerciales de sustancias
utilizadas convencionalmente para la congelacién y preservacion de semen. Algunos
de estos productos con amplio rango de experiencia por su estabilidad tanto en su
uso como en el mercado, asi como productos de nuevo ingreso han sido probados
con muestras de semen de diferentes especies. Hay un especial interés en la
evaluacion de los extensores comerciales para cérvidos, ya que los ganaderos y los
proveedores de servicios podrian preferir la adquisicion de los extensores de
empresas especializadas en lugar de elaborarlos ellos mismos (Martinez-Pastor,
2009).

2.9.1. Diluyente Bilady!®

Es un concentrado estéril para su preparacion en dos fases y se emplea en la
congelacion de semen bovino de acuerdo a las normas de CSS (Certified Semen
Services). Se presta también para la congelacion de semen de otros rumiantes por
ejemplo ovino, caprino, venado, etc. Se compone de concentrados para la
preparacion de la fraccion A (sin Glicerina) que contiene 49g; la fraccién B (con
Glicerina) cuyo contenido es de 250g y una mezcla de antibiéticos en polvo para la
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preparacion de un coctel de antibiéticos AB consistente de un polvo fino y blanco. La
fraccion Biladyl® A se presta para la preparacién de diluyente para semen fresco
(Muller-Schldsser, 2012). Roldan et al. (2009) reporta el uso de este diluyente a base
de Tris comparado con otro diluyente a base de TES-Tris (TEST) ambos con 20% de
yema de huevo y 4% de glicerol, para la crioconservacion de semen de lince ibérico
(Lynx pardinus), una especie gravemente amenazada. El semen fue enfriado a 5°C
empleando un sistema programable automatico y congelado con vapor de nitrégeno.
Se obtuvo que tras la descongelacion del semen hubo un mayor porcentaje de
espermatozoides méviles en la dilucién del TEST que en la de Biladyl®; sin embargo,
no encontraron diferencias en el porcentaje de acrosomas intactos entre ambos

diluyentes.

Garcia-Alvarez et al. (2007) reporta el uso del diluyente Biladyl® en la evaluacién de
semen ovino colectado por electroeyaculacién y postmortem, congelado por medio de
un biocongelador programable a una velocidad de enfriamiento de 20°C/minuto hasta
alcanzar los -100°C y posteriormente con una velocidad de 10°C/minuto hasta
alcanzar los -140°C, mantenido a esta temperatura durante 10 minutos para
finalmente introducir las pajillas en nitrégeno liquido. La descongelacion se realiz6 en
un bafio de agua a 37°C sumergiendo las pajuelas durante 20 segundos, obteniendo
gue tras la descongelacion el porcentaje de espermatozoides motiles fue menor para
las muestras obtenidas por electroeyaculaciébn, no encontrandose diferencias
significativas entre los métodos de colecta para el resto de los parametros

espermaticos rutinarios evaluados con el uso de Biladyl®.

2.9.2. Diluyente Triladyl®

Desde su lanzamiento al mercado en 1974, este diluyente se ha establecido como un
medio para la congelacion de semen de bovino. Es un buffer que contiene TRIS,
Acido citrico, azucar, Glicerina, agua superpurificada y antibiéticos, de acuerdo a la
Directiva 88/407 de la UE (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina, Lincomicina). Con
Triladyl® también se han podido congelar una serie de eyaculados de otros
mamiferos, como ovinos, caprinos, camélidos y caninos, como igualmente de

diversas especies exoticas (Miller-Schlosser, 2012).
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Asher et al. (2000) reporta el uso exitoso de este diluyente comercial en la
congelacion en pellets de esperma colectado por electroeyaculacion del venado chital
(Axis axis). Carballo (2005) comparando Triladyl® y Andromed® como diluyentes
comerciales en la crioconservaciéon de semen bovino bajo condiciones de trépico
himedo al sur de México, encontr6 que el diluyente Triladyl® fue mejor que
Andromed® debido a que la motilidad espermatica pos-descongelado fue mayor bajo
las condiciones del estudio. Asi mismo, Verberckmoes et al., 2005 comparando los
diluyentes CEP-2, Caprogen® y Triladyl® para almacenamiento de semen bovino
fresco durante 6 dias a 5°C obtuvieron que los espermatozoides almacenados en el
diluyente CEP-2 se movieron mas rapido y mas rectos que los espermatozoides
almacenados en Triladyl® o Caprogen® Las tasas de fertilizacién in vitro y
poliespermaticas no difirieron significativamente entre los espermatozoides
almacenados en el CEP-2 y Caprogen®, pero fueron significativamente menores en
los espermatozoides almacenados en Triladyl®. Por lo que con base en los resultados
in vitro, el diluyente CEP-2 fue mejor diluyente que Triladyl® para el almacenamiento a

largo plazo de semen fresco de bovino a 5°C.

Martinez-Pastor et al. (2009) mencionan que el extensor comercial Triladyl® ha sido
utilizado con anterioridad para la crioconservacion de semen de rumiantes salvajes,
tal es el caso del semen de gacela, semen de ciervo Axis axis y gamo paleto Dama
dama. Estudiando la crioconservacion de espermatozoides en el ciervo ibérico
desarrollaron un protocolo de crioconservacion comparando tres diluyentes
comerciales Triladyl®, Andromed® (Minituib, Tiefenbach, Alemania) y Bioxcell® (IMV,
L'Aigle Cedex, Francia), con semen obtenido por electroeyaculacién. Ya que
Andromed®y Bioxcell® son extensores libres de proteinas de origen animal (yema de
huevo), se creia podrian ser los mas adecuados para la conservacion de semen de
esta especie, sin embargo, obtuvieron que los extensores Triladyl® (con 20% yema
de huevo) y Andromed® mostraron mejores resultados que Bioxcell® en cuanto a la

motilidad espermatica al tiempo de descongelacion.

2.9.3. Diluyente Bioxcell®

Es una férmula innovadora, libre de proteinas de origen animal que elimina los
riesgos sanitarios y metabdlicos derivados del uso de leche y/o yema de huevo para

la dilucion final del semen bovino. Puede usarse para el almacenamiento del semen
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en nitrégeno liquido a -196°C o a temperatura de +4°C. El semen diluido en Bioxcell®
puede procesarse a +4°C 0 a temperatura ambiente (+20°C). Se ha probado que este
diluyente puede mantener una buena capacidad fertilizante en dosis de semen con
bajas concentraciones de espermatozoides. Contiene una mezcla antibidtica de
Lincomicina, Espectinomicina, Gentamicina y Tilosina. Es un liquido estéril
concentrado de color ocre que se presenta en frascos de 100 mL de PET y puede ser

congelado a -20°C tras su dilucion (IMV Technologies, 2012).

Gil et al. (2003) comparando el diluyente comercial Bioxcell® contra el diluyente de
uso convencional yema de huevo-leche en la congelacion de semen de carnero para
inseminacion artificial cervical, encontr6 que éste diluyente es una alternativa viable

superior al uso del extensor a base de yema de huevo-leche.

Por su parte, Saribzkan et al. (2010) también realiz6 una evaluacion del uso de
Bioxcell® y otro extensor a base de Tris centrifugando y lavando el esperma de
macho cabrio de raza Angora para eliminar el plasma del semen y asi evitar la
peroxidacién lipidica la cual dafia los lipidos, proteinas y ADN, que por consecuencia
conduce a la muerte del esperma.Los autores reportaron que el esperma congelado
con Bioxcell® centrifugado demostré una tasa de motilidad mas alta, en comparacion
con el dilutor a base de Tris. El uso de Bioxcell® con o sin la centrifugacién y lavado

de espermas, facilita la crioconservacion de semen en la industria caprina.
2.10. Dafos al esperma por congelamiento

El proceso de la crioconservacion acarrea consigo dafos al esperma, tanto de tipo
estructural (alteraciones morfologicas), como bioquimico y funcional, debido a
cambios bruscos de temperatura, cambios en la presidon osmotica, a la formacion y

disolucién de cristales de hielo dentro y fuera de la célula (Garcia, 2002).

Los dafios estructurales generalmente ocurren en la membrana celular, mitocondria y
acrosoma. También pueden presentarse alteraciones en los filamentos de la cola del
espermatozoide, aunque por lo regular son poco perceptibles después del congelado

(Salamon y Maxwell, 2000).
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Los cambios en la temperatura, ya sean lentos o rapidos a los que son sometidos los
espermatozoides de mamiferos entre los 30 y 0°C, provocan dafios letales a la célula,
los cuales son influenciados por la tasa de enfriamiento, intervalos de temperatura y

rangos de temperatura (Watson, 1995).

El enfriamiento causa una serie de trastornos en la capa lipidica de la mitocondria y
membrana celular, al parecer dichos disturbios ocurren en el rango de 15 a 5°C
(Watson, 2000). Sin embargo, autores como Robertson y Watson (1986); Parks y
Graham (1992); Holt (1994); y Curry et al. (1994) mencionan que este rango va de los
-4 a -30°C (Garcia, 2002). Por otra parte, Byrne et al. (2000) reportan que el rango es

mas amplio y va de los -15°C a -60°C, por el efecto de los crioprotectores.

La sensibilidad de los espermatozoides al “shock” por frio estd determinado por la
especie, caracteristicas del individuo y las caracteristicas propias del eyaculado
(Byrne et al., 2000; Yoshida, 2000). En este sentido, los espermatozoides de conejo,
cerdo, borrego y macho cabrio son méas sensibles a los dafios por enfriamiento que
los espermatozoides de toro. Salamon y Maxwell (2000) mencionan que de la gran
proporcién (40-60%) de espermatozoides que presentan motilidad después del
descongelado, solo un 20 a 30% no presenta ninguna alteracion de cualquier tipo,
aunque un espermatozoide puede presentar motilidad y estar dafiado (Salamon y
Maxwell, 1995).

Los dafios estructurales mas comunes ocurren en las membranas del citoplasma y
del acrosoma, los cuales son mas sensibles que las membranas del ndcleo y del
sistema locomotor (Yoshida, 2000). El acrosoma, es una estructura en forma de
“‘gorra” que recubre la parte anterior de la cabeza en el espermatozoide. Esta
estructura contiene una serie de enzimas liticas necesarias para la fertilizacion, las
cuales son, la acrosina y la hialuronidasa (De las Heras et al., 1996). Estas enzimas
son liberadas mediante un proceso de fusion y vesiculacion de las dos membranas
mas externas de la cabeza del espermatozoide (membrana plasmatica y membrana
acrosOmica externa), lo cual es conocido como “reacciéon acrosémica” (Buxadé,
1994). La reacciébn acrosémica se presenta inmediatamente después de la

capacitacion del espermatozoide, la cual consiste en la remocion de los componentes
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de las membranas originales del epididimo por parte del espermatozoide (Steinholt et
al., 1991).

Una serie de técnicas han sido desarrolladas para determinar la integridad del
acrosoma, directamente con el uso de un microscopio de contraste de fases (Watson
et al., 1991) o mediante la tincidon de un frotis con diversos colorantes (Valcarsel et al.,
1997).

Es claro que los dafios ocasionados por el enfriamiento, afectan de sobremanera la
bicapa lipidica de la membrana celular del espermatozoide, pero también pueden
afectarse las estructuras proteicas de los acarreadores de la membrana, los cuales
sufren alteraciones de tipo funcional en el transporte de iones hacia el interior o

exterior de la misma membrana (Watson, 2000).

Los lipidos son uno de los constituyentes mas importantes de la membrana celular,
dentro de los cuales un 65-70% son fosfolipidos, los cuales tienen una estructura muy
especial determinada por un éter unido a un acido graso insaturado. Las
caracteristicas de los fosfolipidos le confieren a la membrana propiedades de gran
estabilidad y fluidez. Se considera que los efectos adversos del enfriamiento al cual
se someten los espermatozoides antes y durante el congelamiento tienen un efecto
desestabilizador en los fosfolipidos, cambiando su fluidez natural y causando una
condensacion en forma de gel (fase de transicién), lo que ocasiona una mala
permeabilidad (Holt, 2000).

2.11. Curvas de congelamiento de semen

El proceso de congelacion de semen expone a las células espermaticas a una
pérdida de agua y a un incremento de la concentracion de solutos dentro y fuera de la
célula, de lo que deriva la busqueda de una velocidad y tiempo optimo de congelacion
para prevenir la formacion de cristales intracelulares y minimizar el tiempo de
exposicion a la concentracion de solutos. No obstante, el enfriamiento debe realizarse
de forma lenta, con el fin de mantener las caracteristicas de las proteinas del plasma

seminal que interaccionaran con las del nacleo espermatico (Dorado, 2003).
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Cuando se congelan las células, se les somete a tensiones que resultan de las
interacciones soluto-agua que surgen a través de la cristalizacion del hielo. Estudios
microscopicos de la congelacidon en la sustitucion de electrones de espermatozoides
congelados dentro de diluyentes han demostrado que algunas células se excluyen del
espacio ocupado por los cristales de hielo, y estan por lo tanto, expuestos al medio
ambiente anisosmoético. Esto se traduce en la captacion de agua intracelular, la
consiguiente contraccion de la célula y posible afluencia de iones. Por otro lado,
descongelar implica una reversion de estos efectos, y el consiguiente flujo de agua
hacia el interior que puede causar alteracion de la membrana celular. Una
congelacion excesivamente rapida provoca la formacion de hielo intracelular letal, se
cree que la velocidad de enfriamiento 6ptima debe ser lo suficientemente lenta para
evitar este efecto letal, pero lo suficientemente rapida como para reducir al minimo los
efectos nocivos de la exposicion prolongada a altas concentraciones de sal (Holt,
2000a).

En el campo de la investigacién de la crioconservacion de semen, se han publicado
muchos trabajos en los que se han examinado los efectos al variar algunos
pardmetros técnicos tales como la concentracion de los crioprotectores y otros
aditivos o las tasas de enfriamiento y calentamiento en el proceso de descongelacién
(Holt, 2000a). Debido principalmente a las diferencias observadas entre especies
como respuesta a las tasas de congelacion y descongelacion empleadas, las técnicas
y procedimientos actuales deben ser validados empleando el semen de la especie de
interés, para de esta forma lograr su conservacion a largo plazo sin afectar
significativamente su capacidad fecundante (Medina-Robles et al., 2007). Salamon y
Maxwell (2000) mencionan que la forma de la curva de congelamiento de los
espermatozoides tanto en pajillas como en pellets es importante, por lo tanto, es
mejor formar una parabola en lugar de hacer la disminucién de la temperatura en

forma lineal.

Dorado (2003) por ejemplo, evaluando la crioconservacion del semen de macho
cabrio utilizé un periodo de equilibrio en un lapso de 5 a 10 minutos como adaptacion
de la dilucion a la temperatura ambiente para posteriormente entrar a refrigeracion a
5°C por un lapso de 5 horas. Para la congelacion se colocaron las pajillas a 4-5 cm

sobre el nitrogeno liquido para utilizar los vapores durante 20 minutos. La
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descongelacién se realiz6 sumergiendo las pajillas seleccionadas al azar en bafio
Maria a 39°C durante 30s, donde se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre individuos, tanto en la motilidad masal como en la motilidad

individual progresiva.

Carballo (2005), evaluando la interaccion de dos diluyentes comerciales de semen
para la crioconservacion de semen bovino en el trépico humedo mexicano, uso tres
tiempos de equilibrio del semen, los cuales varian en un amplio rango, de 2 a 3 horas,
de 4 a 5 horas, y de 8 a 9 horas, obteniendo una diferencia significativa en el tiempo
de equilibrio con cada uno de los diluyentes empleados, siendo el mejor tiempo de

equilibrio el de 8 a 9 horas para los dos diluyentes.

En cambio, Martinez-Pastor et al. (2009) trabajando con semen de ciervo ibérico con
diferentes concentraciones espermaticas (baja y alta) realizaron un proceso diferente
en donde tubos que contenian el semen diluido los pusieron en vasos de precipitado
con 100 mL de agua a temperatura ambiente dejandolos a 5°C durante 2 horas, las
muestras se diluyeron de nuevo con un volumen igual de diluyente (1:1) y se dejaron
durante una hora mas. El semen fue envasado en pajillas de 0.25 mL y congelado
con vapores de nitrdgeno a 4 cm por encima del nitrégeno liquido durante 10 minutos,
posteriormente se transfirieron al nitrégeno liquido, donde se mantuvieron durante un
afo. La descongelacién se llevé a cabo en agua a 65°C durante 6s y obtuvieron
mejores resultados en aquellas muestras con menor concentracion espermatica que

en las muestras de eyaculados ricas en espermas.
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[l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La crioconservacion de espermatozoides juega un papel muy importante tanto en la
mejora genética de los hatos como en la conservacion de recursos genéticos de
especies en peligro de extincion, ya que permite mantener espermatozoides por
periodos de tiempo prolongados y el intercambio de material genético entre
poblaciones. En la actualidad, si los espermatozoides no estadn disponibles, no se
emplean otras opciones para el almacenamiento de germoplasma de individuos

genéticamente valiosos (Holt, 2000a).

Dada la importancia del venado cola blanca como especie, y dado que el macho
proporciona la mitad del patrimonio genético de su descendencia, es fundamental
estudiar la calidad de su semen para garantizar el éxito reproductivo y la transferencia
de sus caracteristicas genéticas a las siguientes generaciones. Por ello, se plantea
analizar los diluyentes comerciales méas empleados en la crioconservacion de semen
de venado, y evaluar las curvas de congelamiento recomendadas para la
conservacion de espermas, teniendo como base las hipétesis de que la calidad de
semen de venado cola blanca no se ve afectada al emplear los medios de dilucién
Biladyl®, Triladyl® y Bioxcell®; y que la curva de congelamiento empleada para ovinos
produce la misma calidad de semen que la curva especifica para venados tras la

descongelacion.
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V. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacién del area de estudio

La presente investigacion se llevé a cabo entre los meses de enero a diciembre del
aflo 2013, en el Laboratorio de Reproduccién Asistida ubicado en calle Santos
Degollado No. 40, Colonia Centro, en la ciudad y municipio de Salinas de Hidalgo, en
el estado de San Luis Potosi, C.P. 78620, (Figura 4); dentro del “mddulo de
produccion de venados La Huerta” con clave de registro como Unidad para la
Conservacion y Manejo Sustentable de la Vida Silvestre (UMA) ante la Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT): DGVS-CR-IN-1305-SLP/11
propiedad del Colegio de Postgraduados, Campus San Luis Potosi (Figura 5). El
laboratorio cuenta con la autorizacion para llevar a cabo la presente investigacion

dirigida a la reproduccién del venado cola blanca.
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Estado San Luis Potosi ] Midule de produceisn de venados "I.nm_'

Figura 4. Localizacién del laboratorio de Reproduccién Asistida “La Huerta” en el municipio Salinas de
Hidalgo, San Luis Potosi.

SEMARNAT

( sSLPj
i coiegno de Postgraduados

Umdad para la Conservacion y Manejo Sustentable de la vida Silvestre ( UMA)
“MODULO DE PRODUCCION DE VENADOS LA HUERTA®

UBIGACION:Calle Santos Degollado No.40, Salinas de Hidalgo, San Luis Potosi, G.P. 78620
SUPERFICIE REGISTRADA:1,800 m2

GLAVE DE REGISTRO: DGVS-CR-IN-1305-SLP/11
ACTIVIDADES AUTORIZADAS: Recuperacidn, reproduccidn, investigacicn y aprovechamiento comercil.
l CAPACIDAD: 20 Organismos de venado cola-blanca (Odocoileus virginianus)

PROPIEDAD: Federal. COLEGIO DE POSTGRADUADOS.
REPRESENTANTE LEGAL: Dr. Jose Pimentel Lopez (Director del Gampus SLP)
RESPONSABLE TEGNICO : Dr. Fernando Clemente Sanchez
Fecha de Registro:28 de enero de 2011

Figura 5. Letrero de identificacion de registro ante SEMARNAT del médulo de produccién de venados
“La Huerta”.
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4.2. Animales, manejo e instalaciones

Las colectas seminales para la presente investigacién se llevaron a cabo en los
meses de febrero, marzo, octubre, noviembre y diciembre de 2013. Para ello se
utilizaron tres venados machos (Odocoileus virginianus mexicanus) de 3.5 aflos de
edad, provenientes del Parque Nacional Ecolégico “El Cimatario” del estado de
Querétaro, México. Estos venados se adaptaron al encierro durante 6 meses antes de
iniciar la investigacion. Los animales fueron alimentados ad libitum durante todo el
estudio a base de una dieta mediana en fibra, consistente en 30% de alfalfa
deshidratada molida y 70% de concentrado comercial para venados con 18% de

proteina, marca Trophy Maker-18® y agua limpia ad libitum.

Los venados estuvieron confinados en corrales por separado para facilitar su manejo,
los corrales estaban circundados con malla venadera de 2.30m de alto, en una
superficie total de 1,800m? acondicionados con sombras, comederos y bebederos.
Protegidos en su periferia con malla-sombra color verde sobre la malla venadera para

evitar el estrés debido al movimiento de personas fuera de los corrales.

4.3. Colectade semen

Se colectaron un total de nueve electroeyaculados, provenientes de tres venados de
los cuales se obtuvieron tres eyaculados por venado (3 x 3 = 9 eyaculados). Los
venados fueron contenidos quimicamente utilizando una mezcla de Zoletil® a razén de
4 mg kg™ mas Xilazina en dosis de 2.2 mg kg™, aplicada por via remota intramuscular
empleando dardos de 2 mL y un rifle de CO, marca Dan-Inject® modelo JM. Una vez
inmovilizados los venados se les cubrieron los 0jos con una mascara y se trasladaron
al laboratorio donde se les limpié el area del prepucio. En seguida, se contuvieron
fisicamente a una camilla y empleando guantes de vinil se procedi6 a extraer las
heces del recto. Para lograr desenvainar el pene se siguio el procedimiento descrito
por Drew y Amass (2004), donde desde la parte baja y posterior a los testiculos se
presiond y empujo el pene con un ligero masaje hacia el frente, al mismo tiempo que
se hizo la retraccién del prepucio para exponer el glande. Una vez que el glande del
pene estuvo expuesto, con ayuda de un guante de algodén se sostuvo el glande y se
sujetd con una tira de gaza de algodon. En seguida se procedié a introducir en el

recto un electroeyaculador Bailey Mod2 de 4 V lubricado con gel dirigiéndolo hacia la
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pared ventral del mismo, lo més cercano al pene. Se dieron estimulos eléctricos de 4s
de duracion con intervalos de 3s de descanso hasta completar 15 estimulos.
Generalmente solo fueron necesarios 6 estimulos para lograr el eyaculado que se

colect6 en un tubo plastico conico graduado de 15 mL, atemperado a 35°C.

Una vez obtenido el semen, el venado se transporté a su corral y ahi se le aplicé por
via endovenosa el antagonista Tolazine® en dosis de 2 mg kg™ para revertir el efecto
de la anestesia, simultdneamente el tubo de colecta se coloco dentro de un bafio
maria a 35°C e inmediatamente se procedi6 a su preparacion para la valoracién y
obtencion del indice de calidad de semen para venado (ICSV).

4.4. Preparacion de los diluyentes

La preparacion de cada uno de los diluyentes se llevdo a cabo de acuerdo a las
indicaciones recomendadas por el fabricante. Drew y Amass (2004) reportan que el
volumen de semen en el venado cola blanca va de 2 a 6 mL. Por su parte, Arenas
(2011) report6 haber obtenido en promedio 1.5 mL de semen en cada
electroeyaculado, por lo que la preparacion de los diluyentes para la presente
investigacion se realiz6 con base en un maximo de 2 mL de eyaculado para diluirse
en proporcion de 1:5; de esta manera, para cada eyaculado se prepard una cantidad
total de 10 mL de diluyente. De los 10 mL de diluyente, solo se empleé la cantidad
necesaria para disolver el volumen total de semen puro obtenido por eyaculado en

una proporcion de 1:5 (semen:dilutor).

4.4.1. Preparacion de Biladyl®

El diluyente Biladyl® se presenta con tres concentrados. El primero es un coctel de
antibidticos AB, el segundo corresponde a la fraccion A (sin glicerol) y el tercero a la
fraccion B (con glicerol). Con estos tres concentrados se puede preparar hasta 1,000
mL (1 L) de diluyente para usarse en la congelacion de semen de venado. Para
preparar el diluyente total necesario para un eyaculado siempre estard compuesto del

50% de diluyente sin glicerol (fraccion A) y 50% de diluyente con glicerol (fraccion B).

La mezcla de antibidticos se preparé tomando con una jeringa estéril 12 mL de agua

bidestilada estéril, afiadiéndola al concentrado AB y agitandola hasta su dilucion
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completa. La fraccion A de diluyente sin glicerol se prepara con 78% (390 mL) de
solucion madre A, 20% de yema de huevo y 2% del coctel AB. Para ello se vierte todo
el contenido del frasco con el concentrado A (49 g) en una probeta graduada y se
afora lentamente a 390 mL con agua bidestilada estéril. Luego se adiciona la yema de
huevo requerida que se obtiene de huevos frescos y limpios, colocando la yema
sobre una hoja de papel filtro estéril rodandola de un lado a otro hasta separar los
restos de la clara, en seguida se revienta la membrana de la yema con una presion
suave, dejando fluir libremente la yema en un recipiente, mientras que la membrana y
restos de clara quedan retenidos en el papel. El volumen de la yema (20%) se obtuvo
con una jeringa estéril y luego se le agregé a la solucién madre A, homogenizando la
mezcla con una varilla de vidrio estéril. Finalmente, se agrega el 2% (10 mL) del
coctel AB. La fraccion A se atemperé entre 30°C y 35°C en bafio maria, quedando

lista para ser usada.

La fraccion B de diluyente con glicerol (500 mL) se prepara con 80% de solucion
madre B y 20% de yema de huevo. Para preparar la solucion madre B, se toma todo
el concentrado de la fraccion B y se afora a 400 mL con agua bidestilada. Enseguida
se toman 100 mL (20%) de yema de huevo y a estos se le afiaden los 400 mL de
solucion madre B y se agitan para su diluciébn. Antes de usar la fraccion B fue

refrigerada a 5°C.

Para realizar la dilucibn de semen en esta investigacion empleando el diluyente
Biladyl®, solo se usaron 0.49 g de concentrado fraccion A y 3.9 mL de agua
bidestilada para preparar la solucion madre y 1 mL de yema de huevo, y 0.1 mL (100
pL) de coctel AB, asi se creé un volumen de 5 mL de la fraccion sin glicerina. Para la
segunda fraccion, se emplearon 1 mL de yema de huevo mas 4 mL de solucion
madre B, consistente de 2.5 mL del concentrado fraccion B y 1.5 mL de agua
bidestilada para obtener un total de 5 mL de la fraccion B con glicerina, y asi preparar
un total de 10 mL para diluir el volumen de semen obtenido a razén de 1 parte de
semen por 5 partes de diluyente.
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4.4.2. Preparacién de Triladyl®

Para la preparacion total (1,250 L) del diluyente Triladyl® se agregan los 250 g del
concentrado, 750 mL (60%) de agua destilada y 250 mL (20%) de yema de huevo
fresca. Para esta investigacion, el diluyente Triladyl® se preparé usando 2 mL del
concentrado Triladyl®, 6 mL de agua bidestilada y 2 mL de yema de huevo para
obtener asi, un total de diluyente de 10 mL a fin de diluir el volumen de semen

obtenido a razdn de 1 parte de semen por 5 partes de diluyente.

4.4.3. Preparacion de Bioxcell®

Para la preparacién total del contenido de una botella (100 mL) de diluyente Bioxcell®,
IMV-Technologies se usan 400 mL de agua estéril para obtener una solucién final de
500 mL. Sin embargo, para realizar la dilucién de semen de venado cola blanca en
esta investigacién, se usaron solo 2 mL de concentrado Bioxcell® y 8 mL de agua
bidestilada para obtener un concentrado total de 10 mL para diluir el volumen de

semen obtenido a razon de 1 parte de semen por 5 partes de diluyente.

45. Evaluacion del semen

La evaluacion del semen se hizo a partir de la estimacion de las variables motilidad
masal, motilidad individual, concentracibn  espermatica, porcentaje de
espermatozoides vivos y porcentaje de espermatozoides normales. Los valores de
estas variables fueron empleados para calcular el indice de calidad de semen para
venado (ICSV) de acuerdo al modelo construido por Clemente-Sanchez et al. (2012):

ICSV=(MoM/98)(0.8038)+(M0o1/98)(0.0176)+(CoE/9315)(0.0957)+(EsV/98)(0.0827)+(EsN/9

9)(0.0002))100

Doénde: ICSV=indice de calidad de semen para venado
MoM= porcentaje de motilidad masal
Mol= porcentaje de motilidad individual
CoE= total de espermas por eyaculado (concentracion espermatica)
EsV= porcentaje de espermatozoides vivos

EsN= porcentaje de espermatozoides normales
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4.6. Estimacion de las variables empleadas en el modelo del ICSV

De acuerdo a los procedimientos descritos por Arenas (2011), las variables fueron
estimadas una vez conocido el volumen del eyaculado, considerando solo aquel
semen que mostré un color blanco-nacarado o amarillo-cremoso, con ausencia de
agentes extrafios como pelo, polvo, orina o sangre. Con el propésito de conocer el
efecto de los diluyentes sobre la calidad del semen, los nueve eyaculados obtenidos
fueron diluidos con los tres diluyentes a probar, mismos que fueron evaluados

inmediatamente de haber sido diluidos.

La motilidad masal (MoM) fue estimada colocando 10uL de semen diluido, con cada
uno de los diluyentes a evaluar, sobre un portaobjetos atemperado a 35°C sobre una
platina térmica. Se observd al microscopio con objetivo de 10x, evaluando la
presencia de ondas o remolinos formados por el movimiento de las células
esperméticas dentro de un campo de visidn, ubicando dicho campo en el borde o
limite de la gota de semen. La evaluacién se hizo de forma subjetiva y se calificd en
porcentaje de acuerdo al criterio asignado por el observador quien siempre fue la

misma persona.

La motilidad individual (Mol) se calcul6 depositando una gota de 10uL de semen
diluido sobre un portaobjetos atemperado a 35°C con una gota de citrato de sodio al
2.9%, colocando sobre éste un cubreobjetos también atemperado. Se observo un
campo microscopico con un objetivo de 40x y se estimé del total de espermas
observados el porcentaje de espermatozoides que se movian en forma progresiva

rectilinea (hacia adelante) y que atravesaron el campo de observacion.

La concentracion espermatica (CoE) fue estimada colocando previamente en un tubo
Vacutainer® 2 mL de solucién de Hayem a la cual se le agregaron 10pL de semen
diluido para obtener una relacion 1:200, esta mezcla se homogeniz6 invirtiendo el
tubo lentamente varias veces. Una vez homogenizado, se dejo reposar durante 5
minutos, y se tomaron 10uL de la mezcla para cargar una camara Neubauer
depositandolos sobre cada reticulo de la camara. Posteriormente se coloco el
cubreobjetos de la camara sobre la muestra y se dejoé reposar otros 5 minutos para
sedimentar las células y permitir su conteo. El conteo se realizé en 5 cuadrantes de la
camara usando solo los cuadrantes de las esquinas y el del centro. Para el conteo se
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utilizé el microscopio con un objetivo de 40x. Dentro de cada cuadrante se contaron
los espermatozoides presentes. Una vez contados los espermas en los cinco
cuadrantes a cada lado de la camara, se promedio el nimero de espermas por lado y
se multiplicé por 10 x 10° para asi determinar el nimero total de espermatozoides por
mililitro de eyaculado diluido, y multiplicarlo por el total del volumen del eyaculado

diluido para obtener la CoE.

Para determinar el porcentaje de espermatozoides vivos (EsV) se colocaron 10uL de
semen diluido sobre un extremo de un portaobjetos atemperado a 35°C a los cuales
se le agregd 30uL de tintura eosina-nigrosina también atemperada. Se mezclaron
ambos componentes con la punta de una micropipeta por 20 segundos extendiendo
la mezcla a todo lo ancho del portaobjetos. Posteriormente, con ayuda de otro
portaobjetos apoyado sobre el borde de la mezcla se extendidé ésta a lo largo del
portaobjetos. Se dej6é secar por un minuto y se procedidé a su evaluacion. Para sacar
el porcentaje de espermatozoides vivos se observo el frotis con un objetivo de 40x
contando todos los espermatozoides en un campo visual que estaban tefidos,

considerando los no tefidos como vivos.

La determinacion del porcentaje de espermatozoides normales (EsN) se realizd
tomando el mismo frotis para la determinacion del porcentaje de espermatozoides
vivos. Se observé dentro de un campo de observacion a 40x todas las células que
mostraban tener una forma anormal a lo que es la forma original de un
espermatozoide de venado (cabeza ovalada, cuello recto, cola larga, delgada, sin
pliegues o curvaturas). De igual forma, todas las células espermaticas que se
encontraron incompletas como cabezas o colas desprendidas y de acuerdo al total de

células observadas constituyeron el porcentaje de espermas anormales.

4.7. Envasado y preparacién de las muestras

Para el envasado del semen se utilizaron tubos Eppendorf Easypet® de 2 mL, los
cuales fueron identificados de acuerdo al diluyente y curva de congelamiento
empleados. El envasado se hizo a temperatura ambiente depositando 0.5 mL dentro
de los tubos, procedimiento que se hizo en un lapso de tiempo de 10 minutos. De

cada eyaculado se envasaron cuatro tubos (9 x 4 = 36 en total), de los cuales se
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hicieron por duplicado las estimaciones de las variables de respuesta. De los 36 tubos
(muestras), 18 fueron empleadas para conocer el efecto de los diluyentes antes de
congelar, y las 18 restantes fueron empleadas para conocer el efecto de las curvas de
congelamiento al tiempo de descongelar. El arreglo matricial de los tratamientos y
muestras para antes de congelar y al tiempo de descongelar fue el siguiente:

Repeticiones (muestras)
Tratamiento Eyaculado / Venado
Bil Ov EY.V, EY.V, EY,V3
Bil Ve EY.V; EY.V, EY,Vs
Tri Ov EY,V, EY,V, EY,V;
Tri Ve EY,V; EY,V, EY,V;
Bio Ov EY,V; EY,V, EY,V;
Bio Ve EY,V; EY5V, EYsVs

Bil= Biladyl®, Tri= Triladyl®, Bio= Bioxcell®
Ov= curva de congelacién para ovino-caprino, Ve= curva de congelacion para venado
EY»= numero de eyaculado, V= nimero de venado

4.8. Curvas de congelamiento

Las curvas de congelamiento tanto la de ovino-caprino como la de venado fueron
aplicadas de forma manual. Para la curva de congelamiento recomendada para
semen de ovino y caprino, inmediatamente después de haber envasado el semen, los
tubos fueron colocados en bastones de aluminio y a su vez, puestos dentro de un
frasco de cristal con algodon y expuestos a refrigeracion (5°C) durante una hora.
Enseguida, los bastones con los tubos se expusieron a vapores de nitrégeno liquido
sobre un bastidor separado 5cm del nivel de nitrogeno por un lapso de 15 min;
pasados estos 15 min, los bastones se sumergieron en el nitrogeno por otros 15 min y
finalmente, se colocaron dentro de un termo (-196°C) para su almacenamiento
(Figura 6).
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Figura 6. Curvas de congelamiento para la crioconservacion de espermas de venado cola blanca

usadas para determinar su efecto sobre la calidad de semen al descongelar.

Para aplicar la curva de congelamiento propuesta para venado, los tubos también
fueron colocados en bastones de aluminio y puestos dentro de un frasco de vidrio con
algodén para ser llevados a refrigeracion (5°C), pero ahora durante tres horas segun
lo recomendado por Drew y Amass (2004). Inmediatamente después, en un recipiente
térmico que contenia un espesor de 10cm de nitrdgeno liquido, se colocaron los
bastones de aluminio sobre un bastidor a 5cm de distancia del nivel de nitrégeno para
qgue los tubos recibieran los vapores de nitrégeno por un lapso de 15 min; pasado
este tiempo, los bastones se sumergieron en el nitrégeno por otros 15 min y

finalmente se pasaron al termo de almacenamiento (Figura 6).

4.9. Evaluacion de las curvas de congelamiento

Una vez realizado el congelamiento de las 18 muestras seminales con cada una de
las curvas a probar, se procedid a descongelar el semen por un lapso de 60
segundos en bafio maria a 36°C. Enseguida, se estimaron las cinco variables
consideradas en el ICSV, tal y como se mencion6 en el apartado 4.6 de esta tesis.
Con estos datos se calculé nuevamente el ICSV, ahora sobre las muestras que

recibieron la curva de congelamiento respectiva y posterior a su descongelamiento.
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4.10. Tratamientos

Los tratamientos estuvieron formados por la combinacion de los tres diluyentes con
las dos curvas de congelamiento (3 x 2 = 6 tratamientos), y a cada tratamiento se le
asignaron tres repeticiones (6 x 3 = 18 muestras en total para antes de congelar y 18
para el tiempo de descongelar), como ya se menciond anteriormente, las repeticiones
fueron las 4 muestras de semen que se obtuvieron de cada eyaculado (4 x 9 = 36
muestras), a fin de que cada venado participara de forma proporcional en cada

tratamiento.

4.11. Anélisis estadistico

Para conocer la tendencia en la aplicacion de los diluyentes empleados,
primeramente se corrié un analisis multivariado (cluster) como técnica exploratoria
mediante el calculo del indice Euclidiano que agrupa los diluyentes por su semejanza
al considerar las cinco variables de respuesta empleadas en el modelo del ICSV. De
igual manera, se hizo para conocer la tendencia de las dos curvas de congelamiento

empleadas, utilizando para ello el programa Statistica (v 7.0).

Conocidas las tendencias del comportamiento de los diluyentes y de las curvas de
congelamiento, se realiz6 un ANVA con procedimiento GLM sobre la variable de
respuesta ICSV del semen diluido para antes y después de congelar, con el propdsito
de conocer el efecto del diluyente y la curva de congelamiento. Simultaneamente se
realizé una prueba de rango multiple de Tukey (p< 0.05) para seleccionar, de ser el
caso, el mejor de los diluyentes y curva de congelamiento. El andlisis estadistico se

hizo empleando el programa SAS (v 9.1.3).
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V. RESULTADOS

5.1. Estimacién del indice de Calidad de Semen para Venado (ICSV)

Como resultado del analisis del semen, en el Cuadro 1 se muestran los valores
obtenidos con el modelo al estimar el indice de Calidad de Semen para Venado
(ICSV) que agrupa como criterio de valoracion a los cinco componentes del modelo:
motilidad masal (MoM), motilidad individual (Mol), concentracion espermatica (CoE),

espermas vivos (EsV), y espermas normales (EsN).

Al obtener el ICSV puro (antes de la dilucién y congelamiento), este fue en un rango
de 15.53 a 89.46% con promedio de 56.55%, lo que lo clasifica en un rango de malo a
muy bueno, con promedio de regular, considerando el criterio de clasificacion del

modelo.

Todas las muestras de semen al ser sometidas al tratamiento de los diluyentes y las
curvas de congelamiento, sufrieron reduccion en su indice de calidad por efecto de
los tratamientos. De esta manera, el ICSV con semen diluido antes de congelar varié
en un rango de 10.37 a 66.02%, con promedio de 47.38% (= 19.12); lo que indica que
de acuerdo a los criterios de clasificacion del modelo, el semen diluido resultd de
malo a bueno. De la misma manera, el ICSV al momento de descongelar resulté con
otra disminucién, mostrando una variacion de 7.09 a 59.39%, con promedio de
33.64% (+ 19.43), obteniéndose asi semen que fue de malo a regular, de acuerdo al

criterio de clasificacién del modelo.
El fenobmeno gradual de descenso en las variables de movilidad, concentracion y

espermas vivos-muertos en la evaluacion del semen, desde su estado fresco, hasta

descongelado, presenté 30% de reduccién.
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Cuadro 1. Célculo del indice de Calidad de Semen para Venado diluido antes de congelar y al

momento de descongelar.

Diluyente / Curva de ICSV % ICSV %
congelamiento Repeticion Antes de congelar Al descongelar
(tratamiento)

Triladyl® / Ovino Venado 1 49.51 47.10
Venado 2 61.74 58.17

Venado 3 52.81 9.39

TriIadyI® / Venado Venado 1 49.51 39.37
Venado 2 61.74 55.27

Venado 3 15.04 12.00

Bioxcell® / Ovino Venado 1 66.02 52.25
Venado 2 56.21 44.62

Venado 3 59.98 12.70

Bioxcell® / Venado Venado 1 66.02 59.39
Venado 2 56.21 47.25

Venado 3 60.16 21.97

Biladyl® / Ovino Venado 1 59.06 32.97
Venado 2 10.37 7.09

Venado 3 15.30 12.87

Biladyl® / Venado Venado 1 59.06 56.73
Venado 2 32.44 23.05

Venado 3 21.80 13.41

5.2. Respuestade los diluyentes

El resultado del andlisis exploratorio de agrupamiento multivariado (cluster), mostrado
por el indice Euclidiano, sobre el ICSV al momento de aplicar los diluyentes (antes de
congelar), hubo semejanza entre Bioxcell® y Triladyl®, pero Biladyl® se separ6
considerablemente (p < 0.05) de los dos restantes. El dendograma que muestra los

resultados de este analisis se presenta en la Figura 7.
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Figura 7. Dendograma de agrupacién del comportamiento de diluyentes empleados en la

crioconservacion de semen de venado, al momento de diluir, antes de congelar.

Esta tendencia fue confirmada con los resultados del ANVA que mostré que existe
diferencia (p = 0.0301) entre los diluyentes Biladyl®, Triladyl® y Bioxcell®. Los valores
del ICSV diluido antes de congelar, mostraron promedios de 60.77% para el diluyente
Bioxcell®, mientras que para Triladyl® fue de 48.39% y para Biladyl® de 33.01%. La
prueba de Tukey mostré6 que entre los diluyentes Bioxcell® y Triladyl® (60.77 y
48.39%) no hay diferencia (p > 0.05). Comportamiento similar entre los diluyentes
Biladyl® y Triladyl® (33.01 y 48.39%; p > 0.05); en cambio el diluyente Bioxcell® se
mantuvo diferente a Biladyl®, por lo que Bioxcell® podria sugerirse como el mejor
diluyente (60.77%) para conservar semen fresco de venado cola blanca. Sin embargo,
el ANVA no mostr6 diferencias (p = 0.3684) entre diluyentes cuando se analizaron las
muestras al tiempo de descongelar debido a que el ICSV diluido con Bioxcell®
disminuyé al punto de no manifestar diferencia alguna con los otros diluyentes
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Separacién de Medias con prueba de rango multiple de Tukey para el efecto entre diluyentes
(p = 0.0301) empleados en la crioconservacién de semen de venado cola blanca.

Diluyentes evaluados Media Tukey
(ICSV %) (p <0.05)
Con efecto del diluyente (p = 0.0301) antes
de congelar:
Bioxcell® 60.77 A
Triladyl® 48.39 AB
Biladyl® 33.01 B

Sin efecto del diluyente (p = 0.3684) al tiempo
de descongelar:

Bioxcell® 39.70
Triladyl® 36.89
Biladyl® 24.36

5.3. Respuesta de las curvas de congelamiento

El resultado del analisis exploratorio se muestra en la Figura 8, donde la curva de
congelamiento empleada para ovinos y caprinos presenta semejanza con la curva de
congelamiento recomendada para venados, de acuerdo a las distancias Euclidianas
encontradas en el analisis. Cuando estas distancias son convertidas a porcentaje de
similitud, el comportamiento de las curvas mostr6 un porcentaje del 50% de

semejanza.

Es importante mencionar que la diferencia en el procedimiento llevado a cabo entre
las curvas de congelamiento probadas, consistio solo en la variacion del tiempo de
enfriamiento (5°C) que permanece el semen diluido antes de comenzar la reduccion
de temperatura hasta los -196°C. En la curva de ovinos y caprinos el tiempo de
permanencia a los 5°C fue de una hora, mientras que para la curva de venado fue de

tres horas. A partir de estos tiempos, el procedimiento de ambas curvas fue el mismo.
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Figura 8. Dendograma de agrupacion de las curvas empleadas para ovinos y caprinos y la curva para

venados en la crioconservacion de semen de venado al momento de descongelar.

El resultado del andlisis exploratorio fue confirmado al conocer el efecto de las curvas
de congelamiento sobre el ICSV, donde el ANVA no mostro diferencias (p = 0.5502)
al aplicar las curvas de congelamiento recomendadas para ovino y caprino y la curva
recomendada para venado. Los valores promedio del ICSV estimado para cada curva
sobre las muestras de semen al momento de descongelar, se muestran en el Cuadro
3.

Cuadro 3. Valores promedio del ICSV estimado sobre las muestras de semen de venado cola blanca

diluidas al tiempo de descongelar de acuerdo a las curvas de congelamiento probadas.

Curvas de congelamiento evaluadas Media
(ICSV %)

Sin efecto de la curva de congelamiento (p = 0.5502):

Curva recomendada para venado 36.50

Curva recomendada para ovino y caprino 30.80
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VI. DISCUSION

El argumento de que los eyaculados naturales son generalmente de mejor calidad
que los electroeyaculados, no ha sido aun bien demostrado al menos en venados. Si
bien la calidad de semen puro colectado de acuerdo al ICSV fue en promedio de
regular, esto se puede explicar por el error experimental que se presento al asignar la
MoM a las muestras, dado que en ocasiones esta fue inclusive inferior a la Mol, casos
gue no pueden presentarse, ya que la MoM debe ser por lo menos igual o mayor que
la Mol. El uso de técnicas de colecta de semen para ganado doméstico han sido
adaptadas para su uso en venados con varias modificaciones, de esta manera la
recoleccion de semen por electroeyaculacion se ha realizado con éxito en ciervos y
se han obtenido gestaciones empleando tanto semen fresco como congelado,
convirtiéendose en una técnica eficiente (Asher et al., 2000; Holt, 2000a; Drew y
Amass, 2004 y Mendoza, 2008). Aunque las colectas de semen por
electroeyaculacion deben realizarse bajo el efecto de anestesia o tranquilizantes, Holt
(2000) hace referencia que la electroeyaculacion bajo anestesia da como resultado
una calidad variable de semen, debido al menor tiempo empleado en la colecta, pues
en la presente investigacion el tiempo promedio fue de 5 min, y el volumen promedio
fue de 1.3 mL, estando este volumen dentro del rango reportado por Drew y Amass
(2004). Sin embargo, la calidad del semen obtenida en el presente estudio es muy
contrastante al comparar los resultados con los reportados por Arenas (2011), quién

reporta ICSV obtenidos en un rango de bueno a excelente.

Las caracteristicas del semen que se sabe influyen en la fertilidad del semen siguen
siendo de utilidad en la actualidad para la valoracién del semen de muchas especies
(Drew y Amass, 2004; Malo et al., 2005; Martinez-Pastor et al., 2009; Arenas, 2011),
y al ser éstas consideradas en el modelo desarrollado por Clemente-Sanchez et al.
(2012) se convierten en una herramienta que estandariza su valor en un indice para
calificar el semen de venado, criterio que coincide con Muifio et al. (2005), quién
menciona que la valoracion de la motilidad como Unico parametro de calidad seminal
no es suficiente para predecir la capacidad fecundante del semen, dado que la
funcién reproductiva de los ungulados esta influenciada por diversos factores
ambientales relacionados con el manejo, la nutricién y la sanidad, principalmente
(Hafez y Hafez, 2002), ocasionando alteraciones que repercuten en la calidad y
cantidad de semen, aun mas en el caso de los cérvidos silvestres, donde las
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condiciones ambientales y nutricionales pueden no estar controladas, por lo que los
autores del ICSV recomiendan el uso de este indice como una herramienta para la

estandarizacion del proceso en la valoracion del semen.

Respecto a los resultados del ICSV con semen antes de congelar y diluido con
Biladyl® el cual se observé separado de Bioxcell® y Triladyl®, coincide con Roldan et
al. (2009), quiénes obtuvieron que en el semen de lince ibérico hubo mayor
porcentaje de MoM en la dilucion con diluyente a base de Tes—Tris (TEST) que en la
del diluyente a base de Tris (Biladyl®). Este efecto podria darse como menciona
Garcia (2002), respecto a los trabajos de Later et al. (1937), donde el tiempo de
sobrevivencia de espermatozoides de conejo, cerdo, toro y carnero, se atribuy6 a un
efecto téxico de las altas concentraciones de glicerol, debido a que este diluyente se
adhiere al semen en dos fracciones, la primera sin glicerol y la segunda con glicerol.
Existen pocas referencias de investigacion respecto al uso de este diluyente y el
efecto de la utilizacion por separado de las fracciones que lo constituyen, aunque de
acuerdo con Salamon y Maxwell (1995), el crioprotector mas utilizado es el glicerol y
sus concentraciones han sido muy estudiadas. La concentracion del crioprotector

depende del dilutor y especialmente de la presion osmotica (Watson, 2000).

En cuanto al uso de Triladyl®, Martinez-Pastor et al. (2009) mencionan que este
extensor ha sido utilizado para la conservacion de semen de rumiantes salvajes. En la
presente investigacion se tiene a Triladyl® como el segundo mejor antes de congelar,
lo que coincide con Asher et al. (2000), quiénes reportan su uso en semen de venado
chital colectado por electroeyaculacion, y lo reportado por Carballo (2005) en la
conservacion de semen de bovino, donde la motilidad espermatica fue superior con
Triladyl®, pudiendo presentarse esta diferencia por las condiciones ambientales y la

especie en que se desarroll6 el experimento.

El uso de Bioxcell® en las muestras de semen de venado cola blanca presenté gran
semejanza con el diluyente Triladyl®; pero no con el diluyente Biladyl®, por lo que el
Bioxcell® se presenta como el mejor diluyente para conservar semen fresco,
comparado con los otros dos, situaciéon que coincide con Gil et al. (2003), donde
reportan que el Bioxcell® es una alternativa para la conservacién de semen de

carnero. De igual forma, Sariézkan et al. (2010), demostraron que el uso de Bioxcell®
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con o sin la centrifugacién y lavado de espermas, facilita la conservacion de semen
en caprinos. Con lo anterior, se rechaza la hipétesis nula establecida en esta
investigacion, en el sentido que no hay diferencia alguna entre los diluyentes

analizados, con respecto al ICSV antes de su congelamiento.

Dado que entre las dos curvas de congelamiento probadas (una hora de refrigeracion
a 5°C “curva ovino y caprino” y 3 horas de refrigeracién 5°C “curva de venado”) para
congelar semen de venado cola blanca no se encontré diferencia significativa, se
considera a los espermatozoides de venado como una especie que soportan una
velocidad de enfriamiento rapida, puesto que Holt (2000a) recomienda que la
velocidad de enfriamiento Optima deba ser lo suficientemente lenta para evitar un
efecto letal a la célula, pero lo suficientemente rapida como para reducir al minimo los

efectos nocivos de la exposicidn prolongada a altas concentraciones de sal.

De acuerdo a los resultados obtenidos con las curvas usadas para congelar semen
de ovinos y caprinos y la de venado, se coincide con Salamon y Maxwell (2000), en
que la forma de la curva deba ser de una parabola, en lugar de hacer la disminucion

de temperatura en forma lineal.

Respecto a que los cambios en la tasa de enfriamiento, intervalos de temperatura y
rangos de temperatura provocan dafios letales a la célula, el enfriamiento de semen
debe realizarse de forma lenta, con el fin de mantener las caracteristicas de las
proteinas del plasma seminal que interaccionan con las del nlcleo espermatico, y que
segun la sensibilidad de los espermatozoides al “shock” por frio est4 determinado por
la especie, caracteristicas del individuo y las caracteristicas propias del eyaculado
(Watson 1995; Byrne et al. 2000; Yoshida, 2000; Dorado 2003).

Finalmente, se propone darle seguimiento a investigaciones con el semen de venado,
probando nuevas alternativas de diluyentes de reciente ingreso en el mercado como
el AndroMed®, asi como probar diversas temperaturas y tiempo de descongelacion
como lo reporta Dorado (2003), donde la descongelacién del semen se realizd
sumergiendo las pajillas en bafio Maria a 39°C durante 30s, mientras que Martinez-
Pastor et al. (2009) realizaron la descongelacion de semen de ciervo ibérico en agua
a 65°C durante 6s.
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VIl.  CONCLUSIONES

Considerando el desarrollo de la presente investigacion y con base en sus resultados,

se concluye lo siguiente:

De los diluyentes Biladyl®, Triladyl® y Bioxcell®, se recomienda emplear Bioxcell®

para la conservacion de semen fresco de venado cola blanca.

El diluyente Bioxcell® resulta mas conveniente usarlo en semen fresco de venado,
dado que no estd elaborado a base de proteinas de origen animal que pudieran
reducir la fertilidad de las células espermaticas.

Tanto la curva que se usa en la crioconservacion de semen de ovino y caprino y la
curva recomendada para semen de venado, pueden ser utilizadas sin afectar el indice

de Calidad de Semen para Venado.

La curva de congelamiento para semen de ovino y caprino seria recomendada, dada
la reduccion en el tiempo empleado en el procedimiento de congelacion dado que se
ahorran tres horas en el proceso.

Finalmente, el ICSV empleado como variable de respuesta fue una herramienta util

en la valoracién de los diluyentes y curvas de congelamiento probadas en la presente

investigacion.
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