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Resumen

Mediante Inseminacion Atrtificial el porcentaje maximo de prefiez en ganado bovino es del
60% en México. El éxito de la IA depende entre otras cosas, de la calidad y cantidad de
espermatozoides depositados en la hembra. Actualmente hay paises que estan
comercializando pajillas heteroesperméticas, logrando alcanzar aproximadamente un 9%
mas de prefiez, lo cual puede estar relacionado al fenbmeno de competencia espermatica
que de manera natural se presenta en bovinos. Esta competencia esta regulada entre otras
cosas por el calcio, ya que este ion genera una respuesta inmediata al presentarse cambios
en el medio externo, generando motilidad. Los objetivos del estudio fueron:1) Evaluar si
existe un aumento en la concentracion de calcio intracelular cuando se confrontaban
espermatozoides de dos toros distintos, 2) Evaluar si existe un aumento en la motilidad
espermatica debido al influjo de calcio durante la competencia espermatica in vitro y 3)
Determinar si el semen descongelado presentaba parametros de hipermotilidad. Los
resultados indicaron, que en las condiciones de este estudio, no se presentdé un aumento de
la concentracion de calcio intracelular, no se observaron cambios en la motilidad esperméatica
cuando se confrontaron espermatozoides de toros de fertilidad similar y/o conocida, y
finalmente no se presentd hipermotilidad en muestras de semen individual o mezclado; esto
podria ser debido al uso de semen congelado, asi como a que el semen utilizado fue de
toros de fertilidad similar. Se sugiere hacer mas estudios utilizando semen fresco y de toros
con distinta fertilidad con el propésito de evaluar si la congelacion o la calidad del semen de
los toros utilizados en este experimento intervinieron en los resultados. De igual manera
debe considerarse que una buena motilidad no refleja necesariamente una fertilizacion
exitosa ya que la seleccion por parte de las hembras juega un papel importante en la

competencia espermatica.

Palabras clave: bovino, competencia espermatica, motilidad, calcio, heteroespermaético.



Abstract

By Atrtificial Insemination, the maximum rate of pregnancy in cattle is 60% in Mexico. The
success of Al depends, among other things, the quality and quantity of sperm deposited in
the female. Currently there are countries that are marketing frozen heterospermic straws,
managing to reach approximately 9% of pregnancy, which may be related to the
phenomenon of sperm competition that naturally occurs in cattle. This competition is
governed among other things, by calcium, since this ion generates an immediate response to
changes in the external environment, generating motility. The study objectives were: 1) To
assess whether there is an increase in intracellular calcium concentration when spermatozoa
from two different bulls confronting, 2) assess if there is an increase in sperm motility due to
calcium influx during sperm competition in vitro and 3) Determine whether thawed semen had
hypermotility parameters. The results indicate that under the conditions of this study there is
not an increase in intracellular calcium concentration or motility when we confront sperm from
two bulls of similar and known fertility, and neither the individual semen samples nor mixed
semen showed parameters of hypermotility; it may be due to the use of frozen semen, as well
as the similar characteristics of the bull semen used. We suggested further studies are made
using fresh semen and bulls with different fertility to evaluate whether freezing or semen
quality of bulls used in this experiment involved that the results were not as expected in this
study. Similarly, should be considered that a good motility does not necessarily means
successful fertilization, and selection within the female reproductive tract plays an important

role in sperm competition.

Key words: bovine, sperm competition, motility, calcium, heterospermic.
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1. Introduccion

La Inseminacion Atrtificial (IA) es una herramienta de gran utilidad en los programas
de mejoramiento animal (Baracaldo et al., 2007), aunque en nuestro pais, asi como en
otros, el porcentaje méximo de prefiez en ganado bovino es del 60% (Breuel et al., 1990;
Schmitt et al., 1996; Brogliatti, 2003; Overton, 2008; Aceves et al., 2008).

El éxito de las IA y los procesos de fertilizacién in vitro tienen enormes alcances
tanto econémicos como bioldgicos, por ejemplo, menor propagacion de enfermedades,
mayor posibilidad de cruza entre organismos separados geograficamente, utilizacién de
semen de machos ya fallecidos pero con un gran valor genético, reduccion del indice de
distocia, disminucién de accidentes durante la monta, aumentar el niUmero de vacas
inseminadas con un mismo eyaculado, mayor productividad, entre otros (Valergakis et al.,
2007); y dependen entre otras cosas, de la calidad y cantidad de espermatozoides

depositados en el tracto reproductivo de la hembra.

La evaluacion de los espermatozoides, requiere del andlisis de parametros como
datos de viabilidad, motilidad espermética, morfologia celular y grado de integridad,

especialmente del acrosoma.

A este respecto, la motilidad espermatica, considerada como uno de los factores
principales de calidad a evaluar, comprende el estudio de la motilidad progresiva, la
motilidad local y la ausencia de la misma; factores que permiten a los espermatozoides un
transporte mas eficiente dentro del tracto femenino para lograr la capacidad de penetrar al

ovocito para ser fecundado (Canorio, 2008).

En este sentido, lo que le ocurre a los espermatozoides dentro del tracto
reproductor de la hembra (capacitacion, hipermotilidad, reacciéon acrosomal y formacion
del nuevo dominio de fusion) (Gilbert, 2003; Olivera et al., 2006) después de la IA es muy
importante para la fertilizacion, ya que aunque solo uno penetra el ovocito, es necesario
que hayan muchos espermatozoides de alta calidad dentro del tracto genital de la vaca
(Saacke, 2002).



Es por lo anterior que toma importancia la manipulacién del semen para llevar a
cabo la técnica de IA, proceso que se realiza utilizando semen fresco y/o congelado; es
importante destacar que durante la congelacion y almacenamiento del semen en
nitrogeno liquido, los espermatozoides sufren cambios como son la hiperactivacion,
decremento de calmodulina, cambios de pH intracelular, remocion de proteinas de
superficie, pérdida del colesterol, cambios del metabolismo oxidativo, entre otros (Stornelli
et al., 2005); a la vez, este proceso de congelacion provoca dafios a nivel de membrana
plasmética, también induce una reduccién en la motilidad, en la actividad enzimatica y
viabilidad, que a las bajas temperaturas de congelacién (-196°C) disminuyen la
oportunidad de ser reparados (Beatty et al., 1976; Cormier et al.,, 1997). De hecho,
Cormier et al. (1997) mencionan que comparado con el semen fresco, se requieren hasta
ocho veces mas espermatozoides congelados para obtener tasas de fertilizacion

semejantes.

En paises como Brasil, estdn congelando dosis espermaticas de dos o tres toros
combinados, lo que les ha generado un aumento en la fertilidad, debido posiblemente a
gue los espermatozoides aprovechan las variaciones entre estados de capacitacién de
distintos toros para ampliar la ventana de fertilizacion (http://www.genusbreeding.co.uk)
aunque no hay ninguna investigacion del motivo de esta respuesta, sin embargo en este
trabajo se ha considerado la posibilidad de que sea debido al fenbmeno de competencia

espermatica.

El término competencia esperméatica se define como la competencia entre los
espermatozoides de dos o0 mas machos dentro del tracto genital femenino para fertilizar
un conjunto de évulos de una hembra en periodo fértil (Parker, 1998). Esta competencia
espermatica es actualmente reconocida como una fuerza evolutiva (Baker, 1996) y ocurre
cuando hay inseminacién heteroespermatica, es decir, cuando multiples apareamientos
permiten la presencia simultdnea de espermatozoides viables de dos o mas machos
dentro de los conductos genitales femeninos. Segun Baker (1996), so6lo un bajo
porcentaje de los espermatozoides, posiblemente alrededor del 1% esta capacitado para
la fertilizacion; el resto son espermatozoides de blogueo o de ataque (kamikase), cuyas

funciones son prevenir que los espermatozoides de otros machos fecunden los évulos.



No obstante no se conocen los procesos fisioldgicos y bioquimicos de la
competencia espermatica en ninguna especie de mamifero y mucho menos en trabajos
con semen congelado, sin embargo se sabe que uno de los primeros eventos que ocurren
en respuesta al ambiente externo de la célula es la activacion de canales de calcio
presentes en la membrana plasmatica del espermatozoide (Darszon et al., 2006), por lo
que es probable que durante la interaccibn celular al confrontar y congelar
espermatozoides de diferentes toros, se activen una o varias vias de sefializacion en las
que el calcio interviene, provocando un efecto en la motilidad, ya que este catién es uno
de los factores principales que intervienen en la motilidad espermética y el batido del
flagelo (Darszon, 2007), con lo que se esperaria un aumento de la fertilidad de las
hembras inseminadas con estas pajillas heteroespermaticas, fenémeno que

fisiol6gicamente aln no esta descrito.

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar la asociacion del influjo
de calcio con el fendbmeno de competencia espermética, utilizando como modelo,
espermatozoides de toro, en particular Bos taurus; ademas, se pretendié evaluar el
aumento en la motilidad de diferentes poblaciones de espermatozoides, con la finalidad
de realizar investigacion cientifica basica que justifique la creaciéon de pajillas congeladas
de semen, que combinado con espermatozoides de dos o mas individuos puedan

incrementar la fertilidad en especies con fines de produccion.



2. Antecedentes

2.1 Calcio intraespermatico

La regulacion de la actividad celular en respuesta a las sefiales de otras células o al
ambiente externo ocurre a distintos niveles a largo o corto plazo, un ejemplo de estos
ultimos mecanismos se realiza a través de cambios en la concentracion intracelular de

segundos mensajeros o iones.

En el espermatozoide que carece de reticulo endoplasmico y tiene muy condensado
el ndcleo, la regulacién por expresién genética es muy limitada y los mecanismos post-
traduccionales deben por lo tanto, controlar toda la actividad celular, en este sentido, los
cationes y los aniones juegan un papel importante en la modulacién de la motilidad
espermatica, el mayor efecto se atribuye a cationes tales como Ca?*, Na+, K+ y H+. Las
diferencias de concentracion extra e intracelular inducen el transito de estos cationes,
provocando cambios en la composicién idnica intracelular y en el potencial funcional, asi

como en la motilidad del espermatozoide (Olivera et al., 2006).

La regulacion por calcio es esencial para una gran cantidad de actividades
importantes de la funcién del espermatozoide como lo son: hiperactivacion, quimiotaxis y

reaccion acrosomal (Costello et al., 2009; Neri et al.,2009).

La sefializacion a través del calcio se da permitiendo que el calcio entre a la célula
y a través de organelos intracelulares donde la concentracion de calcio es hasta 4 veces
mayor que en el citoplasma; este inicio de la sefalizacion requiere que los canales
permeables al calcio estén abiertos, permitiendo que los iones fluyan en un gradiente

electroquimico (Costello et al., 2009).

En espermatozoides de raton se han identificado canales de calcio dependientes
de voltaje y Neri et al. (2009), proponen la presencia de estos mismos canales en el
espermatozoide humano; por otro lado, existen canales CatSper 1 a 4 (Ren et al., 2001;
Quill et al., 2003; Xia et al., 2007; Suarez, 2008) y ATPasas de calcio (Cooner et al., 2007)
gue estan ubicados en la membrana plasmética de la pieza principal del flagelo y que



estan intimamente asociados a la motilidad, ingresando calcio (Olivera et al., 2006). La
entrada de calcio dentro del flagelo se da en dos fases: fase lenta y fase rapida, pero solo

el influjo inicial rapido afecta la trayectoria del espermatozoide (Tuma, 2005).

2.2 Interaccién Motilidad-Calcio

La motilidad del espermatozoide se desencadena por cambios en el medio iénico
extracelular, por interaccion con ligandos especificos y por glucosa, presentes en el
liguido seminal y en el tracto reproductivo femenino; estos cambios inducen sefiales
citosélicas flagelares, a través de la fosforilacion de proteinas, de canales de Ca®' y de
vias dependientes de nucleétidos ciclicos como el GMPc y AMPc (Gagnon y De
Lamirande, 2006).

Los ligandos especificos mas conocidos son: la progesterona (Lishko et al., 2011)
y el esteroide sulfatado SAAF (Sperm Activating and Attracting Factor) que inducen el
influjo de Ca** al espermatozoide, el cual es un mecanismo fundamental y comin en
todos los animales (Yoshida et al., 2008) y de esta manera inducen mdltiples vias
fisiolégicas dependientes de calcio esenciales para una fertilizacién exitosa (ver Figura
2.1)).

El calcio proviene de varias fuentes: reservas intracelulares de Ca++ (RIC)
mediada por los receptores de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), del Ca?* proveniente de la
mitocondria o de la teca perinuclear o del Ca®" que ingresa gracias a sistemas antiporte
Na+/H+ y Na+/Ca?* (Olivera et al., 2006). Este calcio especificamente participa en la
activacion e hiperactivacion de la motilidad del flagelo, cuyo eje principal es el axonema
(Figura 2.2.), el cual estd compuesto por 9 dobletes de microtabulos periféricos y 2
microtUbulos centrales que corren a lo largo de todo el flagelo; su proteina motora es la
dineina, cuyos brazos se proyectan desde el microtibulo A hacia el microtabulo B del
doblete adyacente y son los principales participantes en el deslizamiento activo de los
microtibulos mediante la unién del Ca?* por medio de la proteina calaxina localizada en el
axonema del flagelo espermatico (Mizuno et al., 2009). Estos dobletes estan unidos a su
vez a otros mediante puentes de nexina y espinas radiales de la vaina que rodean los dos

microtUbulos centrales del axonema.



Figura 2.1. Modelo de los eventos moleculares que inducen la activacion e hiperactivacion
del flagelo (Modificada de Olivera et al., 2006). El calcio puede entrar a través de distintos
canales aumentando el AMPc y activando de esta forma a la PKA (proteina cinasa
dependiente de AMPc) que esta anclada a microtibulos cerca del brazo de dineina
externo, esto provoca la fosforilacion de tirosinas y polipéptidos de la cadena ligera de ese

brazo para activar la motilidad.



Figura 2.2. a) Ultraestructura del axonema por microscopia de transmision. (Imagen
tomada de Miki et. al, 2004), b) Esquema del axonema con cada una de las estructuras

que lo integran (www.sciencerevolution.net).



2.3 Motilidad

La dineina es la responsable de la conversion de la energia quimica de la hidrolisis
del ATP en energia mecanica para la motilidad, alterando su conformacién en respuesta

al calcio a través del brazo externo de dineina (Sakato et al., 2007; Tanner et al., 2008).

Los dos brazos de dineina tienen diferentes funciones. Mientras que los brazos de
dineina externos determinan la velocidad méaxima del deslizamiento del doblete de
microtUbulos externos, los brazos internos afectan la forma de la ola flagelar, regulando la
simetria del batido mediante el incremento de calcio intraflagelar (King y Patel-King, 1995;
Mizuno et al., 2009) o proveyéndolo de la fuerza adicional necesaria para mantener altas
velocidades. El complejo regulador de dineina (7 polipéptidos) esta estrechamente ligada
a la red de microtibulos y podria funcionar como andamio para enzimas que regulan y
modifican la actividad de la dineina o como un sensor de la tension del axonema para

proveer el mecanismo de retroalimentacion de los brazos de dineina (Figura 2.3.).

Las espinas radiales son estructuras en forma de T que sefialan hacia el par
central de microtubulos y estan adyacentes a los brazos internos de dineina y anclados a
los microtabulos A. Debido a su localizacion, las espinas radiales proveen un enlace

estructural entre el par central y los brazos de dineina.

El par central y las espinas radiales no son esenciales para la motilidad pero la
interaccion de estas estructuras pudiera actuar como una sefial de transduccion quimica y
mecanica para controlar el tamafio y la forma de la curva del flagelo, y para modificar la
motilidad en respuesta a sefiales especificas. EI complejo de espinas radiales y par
central regula la velocidad de deslizamiento de los microtibulos dirigidos por la dineina y
coordina la actividad de los brazos de dineina internos y externos a niveles fisioldgicos de
ATP. Las espinas radiales afectan parametros especificos de motilidad como el
movimiento espacial y el batido flagelar. Los microtlbulos estan constituidos por tubulina
(heterodimero a y ), mediante asociaciones laterales de 13 (microtibulo A) y 11
(microtibulo B) protofilamentos (asociaciones longitudinales de tubulina). La tubulina
puede cambiar su configuracion incorporando grupos acetilo, acidos fosféricos, entre

otros, lo cual es importante para la motilidad flagelar. ElI otro doblete externo de



microtibulos esta unido por puentes de nexina por asociacion con los complejos
reguladores de dineina. Una de las proteinas asociadas a la nexina corresponde a la

subunidad regulatoria p72 nucleosidodifosfatocinasa de Ca?".

El axonema espermatico esta rodeado de fibras densas y vainas fibrosas, cada uno
de los dobletes de microtubulos esta asociado con una fibra densa, compuesta por varias
proteinas semejantes a filamentos intermedios ricas en cisteina, serina y prolina con un
alto grado de cruzamiento por puentes disulfuro dependientes de zinc. Las fibras densas
externas pueden estar involucradas en el mantenimiento de la estructura elastica pasiva
del flagelo, pero el nivel alto y variable de fosfoserinas sugiere algun rol indeterminado en

la regulacion de la motilidad flagelar (Gagnon y De Lamirande, 2006).



Figura 2.3. Esquema en el que se muestra el deslizamiento del microtabulo bajo la accion
de los brazos de dineina. Unicamente estan dibujados 2 dobletes de microtibulos
externos y cada brazo numerado es para un par de brazos internos y externos. A) Si los
brazos de dineina estan inactivos no hay batido flagelar. B) cuando el primer brazo de
dineina se une al microtubulo adyacente C) genera un movimiento hacia abajo, la fuerza
de deslizamiento se traduce en una curva en el axonema y D) el segundo brazo de
dineina induce al doblete de microtibulos adyacentes. El batido flagelar entonces se
propaga cuando el primer brazo de dineina se relaja, el segundo genera el movimiento
hacia abajo y E) el tercero entra en accion. Una secuencia similar se repite continuamente
y ocurre al mismo tiempo en los nueve dobletes de microtibulos de manera asincronica
pero coordinada a todo lo largo del flagelo y alrededor de la circunferencia que le permite

nadar en tres dimensiones (www.bioscience.org)
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2.4 Hipermotilidad

La motilidad tiene dos vertientes: la motilidad normal activada y la hipermotilidad,
esta Ultima se caracteriza porque el batido flagelar comienza a ser mas amplio vy
asimétrico (Ho et al., 2002; Suarez, 2008) (Figura 2.4.); y esta dada por los componentes
quimiotacticos que se encuentran en el fluido folicular, entre los que destaca la
progesterona (Villanueva et al., 2005), siendo esta quimioatraccion dependiente del influjo
rapido de calcio a través principalmente de los canales CatSper ((Ren et al., 2001; Quill et
al., 2003; Tuma, 2005; Wood et al., 2005; Xia et al., 2007; Suarez, 2008).

Quill et al. (2003) demostraron que los espermatozoides no son capaces de
hiperactivarse cuando se bloquean los canales CatSper (Ho et al., 2002), sin embargo
también se ha provocado el rompimiento de las membranas celulares de los
espermatozoides provocando la inmovilidad y activandola posteriormente en los flagelos

en presencia de un medio con Ca** (Suarez, 2008).

El hecho de que el espermatozoide comience a ser hipermoétil es sumamente
importante para la fertilizacion; de hecho, se han sugerido 5 distintas razones para la
hipermotilidad: prevenir que queden atrapados entre las criptas del oviducto, aumentar la
probabilidad de tener contacto con el ovocito, mantenimiento del microambiente, apoyo en
la penetracion del cimulo ovigero y apoyo en la penetracion de la zona pellcida y por lo

tanto, la membrana del ovocito (Mortimer, 2000).
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Figura 2.4. La direccion del movimiento del flagelo espermatico cambia con un aumento
de Ca?' intraespermatico. A) Patron de flexion flagelar normal y B) Patrén de flexion

flagelar hipermétil (Tomado de Suarez, 2008)
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2.5 Cuantificacion de calcio intraespermatico con FURA

Por otro lado, la espectrofluorometria es un método que se ha utilizado para
cuantificar la concentracion de Ca? en las células; esta técnica se basa en utilizar
marcadores fluorescentes, como el fura 2-AM, que atraviesan las membranas, una vez
ahi el grupo acetoximetil se remueve por medio de esterasas celulares y cambia su
conformacion a la forma de Fura-2 (Gillis y Gaill, 1994), esta conformacién molecular,
permite su unién al calcio por medio de 4 grupos carboxil, permitiendo la cuantificacion de
este ion dentro de la célula. Este colorante requiere de la excitacién y de la emision de
dos longitudes de onda distintas (340 y 380 nm) que permiten que la metodologia sea
mas especifica y tiene mejor selectividad de Ca?* con respecto a otros cationes

(www.bphys.uni-linz.ac.at; Grynkiewicz et al. 1985).

2.6 El Percoll para la separacion de espermatozoides motiles para uso

experimental

Las técnicas de reproduccion asistida utilizan espermatozoides de buena calidad,
viabilidad y motilidad. Para el caso de los bovinos el semen se congela en pajillas que se
mantienen en nitrégeno liquido a -196°C, que al descongelarse permiten obtener mejores
resultados experimentales si al centrifugar las muestras se utilizan gradientes de densidad
discontinuos de Percoll. Estos se han probado en espermatozoides de humanos, bovinos
y otras especies domeésticas (Talevi y Gualtieri, 2001; Salazar, 2004; Ocafia et al., 2009),
mostrando que en bovinos se mejoran los indices de fecundacién in vitro asi como la
division celular comparados con el método tradicional de lavado. El Percoll ayuda a la
separacion del 90% de los espermatozoides moétiles, a eliminar residuos téxicos de los
criopreservantes y de espermatozoides muertos y obtener un alto porcentaje de

espermatozoides con morfologia normal y acrosomas integros (Ocafia et al., 2009).
2.7 Uso de CASA (Computer assisted sperm analysis)
Los sistemas CASA son una herramienta para evaluar la motilidad y parametros

cinematicos de los espermatozoides de manera objetiva en un gran nimero de muestras,

esta herramienta permite eliminar la subjetividad que proporcionan los métodos de

13



microscopia y observacion, siempre y cuando todas las mediciones se realicen con el
mismo equipo, ajustes técnicos, material y recurso humano con experiencia (Contria et al.,
2010).

Estos sistemas también permiten que los resultados sean repetibles y puedan ser
comparados con otros que hayan utilizado los mismos parametros, o incluso se puede

evaluar al mismo toro con diferencias de tiempo para ver si ha mejorado 0 no su motilidad.

El sistema CASA detecta las cabezas de los espermatozoides en una cantidad
minima de muestra (3-10 pl) de acuerdo a los valores técnicos que se manejan por
especie y los analiza como pixeles, toma imagenes sucesivas de espermatozoides en
movimiento y se digitalizan para establecer las trayectorias y frecuencias de cambios de
direccién llevadas a cabo por las cabezas de los espermatozoides. Esta informacion es
analizada por un procesador matematico incluido en el sistema y proporciona los datos

requeridos respecto a la motilidad (Mortimer, 2000; Quintero y Rubio, 2008).

Los parametros de motilidad que evalla el sistema CASA son (Figura 2.5.):

v" VCL- Velocidad curvilinear (um/seg): Distancia recorrida por el espermatozoide a
lo largo de su trayectoria real en funcién del tiempo.

v" VLR- Velocidad rectilinea (um/seg): Distancia recorrida por el espermatozoide en
el primer punto y el Gltimo de su trayectoria.

v" VAP- Velocidad media (um/seg): Distancia recorrida por el espermatozoide a lo

largo de su trayectoria media.

LIN- indice de linearidad (%): Relacion porcentual entre la VLR y VCL.

STR- indice de rectitud (%): Relacion porcentual entre la VLR y VAP.

WOB- indice de oscilacion (%): Relacion porcentual entre VAP y VCL.

LSRN NN

ADL- Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (um):
Desplazamiento medio efectuado por la cabeza del espermatozoide en su
trayectoria curvilinea de un lado a otro de la trayectoria media o lineal.

v" FBF- Frecuencia del batido del flagelo (Hz): Frecuencia con la cual la trayectoria

curvilinea atraviesa la lineal en funcién del tiempo (Quintero y Rubio, 2008).
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Contria et al. (2010) recomiendan hacer el analisis con una concentracion
espermética de 20x10° millones/ml, realizaron una comparacién del uso de distintos
diluyentes sin encontrar diferencias en el analisis de motilidad, aunque recomiendan un
medio con PBS (amortiguador de fosfatos salino con pH 7.4) para evaluar muestras

después de la congelacion.

Para realizar los analisis en sistemas CASA se utilizan portaobjetos comerciales o
cdmaras que presentan caracteristicas especificas en sus dimensiones que permiten
estandarizar el volumen y motilidad de los espermatozoides; Contria et al. (2010) y Lenz
et al. (2011) compararon 2 distintas camaras bajo las mismas condiciones, concluyendo
que la camara Makler es superior a la camara Leja de 2 y 4 camaras debido a que esta
tltima detecta menor motilidad total y progresiva y mayor nimero de células estaticas
para el uso de un sistema CASA Hamilton-Thorne IVOS 12.3 con semen bovino
congelado. Una de las recomendaciones generales que aportan estos autores es que el
andlisis del semen debe ser realizado uno o dos minutos después de la descongelacion y
nunca deben excederse los 5 minutos (Contria et al., 2010).
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Figura 2.5. Esquema que representa los parametros medidos por un equipo CASA en un
desplazamiento desde el punto A al punto B. La linea rosa corresponde a la VLR
(velocidad en linea recta), la linea azul a la VCL (velocidad curvilinea) y la morada a VAP
(velocidad media). La flecha naranja representa ADL (amplitud del desplazamiento lateral

de la cabeza) y FBF es la frecuencia del batido del flagelo.

16



2.8 Competencia espermaética

Parker en 1970 describié un fenbmeno al que denomindé competencia espermatica,
el cual se presenta cuando los espermatozoides de dos o mas machos compiten para
fertilizar los gametos de las hembras en especies generalmente poligamas (Ginsberg y
Huck, 1989; Parker, 1998; Contreras et al., 2005). Este fendmeno ha sido ampliamente
estudiado en muchas especies desde el punto de vista descriptivo, morfolégico,
fisiol6gico, conductual y ultraestructural, mostrando evidencias que incluso pueden ser
muy sutiles, pero importantes y varian de acuerdo al sistema de apareamiento (Ginsberg
y Huck, 1989; Anderson y Dixson, 2002).

El sistema de apareamiento es elegido por cada especie como una adaptacion que
les permite preservar la especie y especificamente en los machos, para incrementar la
paternidad antes, durante y después de la copula (Parker, 1998). El tipo de apareamiento
puede ser monogamico y poligamico. La monogamia es una estrategia empleada por
aproximadamente el 3% de las especies animales y se caracteriza porque un macho y
una hembra se aparean solo entre ellos, garantizando de esta forma que la progenie sea
de ambos vy llegue viva hasta la edad adulta, tal es el caso del zorro (Vulpes vulpes),
murciélago (Chiroptera) y pocas especies de roedores (Microtus ochrogaster) y primates
(Aotus e Hylobates), mientras que en la poligamia existen dos vertientes: la poliandria,
donde las hembras se aparean con muchos machos, por ejemplo: perros (Canis familiaris)
(Woodall y Johnstone,1988), tamarinos (Saguinus fuscicollis) y el roedor Microtus
montanus); y la poliginia, donde los machos se aparean con mdltiples hembras, por

ejemplo: titi, papién y babuino.

De esta forma la seleccién intrasexual y la eleccién de pareja, provoca que las
hembras elijan de entre los machos, al que tenga mejor condicién, discriminando entre
ellos en base a caracteres sexuales secundarios y promoviendo la competencia entre
ellos, mientras que los machos evolucionan caracteres utiles para el combate que los

lleve a tener mayor éxito con las hembras (Rodriguez et al., 2005)

En organismos que presentan monogamia, el dimorfismo sexual es minimo;

mientras que en organismos poligamos, el grado del dimorfismo sexual varia y puede dar
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una idea de la proporcion de sexos que hay en un grupo social, asi como del grado de

competencia que existe entre ellos (Florenzano, 2009).

2.8.1 Nivel morfolégico

De entre los estudios morfolégicos que demuestran la existencia de la competencia
espermatica, abundan los realizados en insectos. Un ejemplo evidente de que el sistema
de apareamiento promueve el desarrollo de ciertas caracteristicas morfolégicas, fue el
experimento realizado con moscas del género Scatophaga, donde se midi6 el tamafio
testicular después de 10 generaciones de seleccién de un sistema de apareamiento
particular, generando un mayor tamafio promedio de testiculo en el grupo poliandrico a
comparacion del monogamico (Hosken y Ward, 2001). Otros machos de insectos han
desarrollado adaptaciones en el 6érgano copulador que previenen copulas posteriores o
remueven espermatozoides de cépulas anteriores (Contreras et al., 2005); y en
organismos superiores algunos machos han desarrollado una estructura llamada baculum

gue ayuda a la copula, posiblemente para mantener la ereccién (Kelly, 2000).

2.8.2 Nivel conductual

En el aspecto conductual es bien conocida la existencia de copulas forzadas
(Woodall 'y Johnstone,1988), retencion de espermatozoides mediante cOpulas
prolongadas (Florenzano, 2009), infanticidios y abortos inducidos (Gutiérrez y Riveros,
2003; Arteaga et al., 2007); mientras que otros machos simplemente evallan el grado de
rivalidad que tienen por una hembra y deciden la cantidad de espermatozoides a eyacular,
0 incluso depositan espermatozoides anucleados o nucleados como en las mariposas
(Contreras et al., 2005; Martinez, 2006).

2.8.3 Nivel fisiolégico
Fisiologicamente existen ejemplos que relacionan un mayor volumen de la pieza
media del espermatozoide con un aumento en la concentracién de testosterona producida

dentro de un estudio en 21 géneros de primates (Dixson y Anderson, 2004). También en

humanos, primates y roedores se ha demostrado que de acuerdo al nivel de competencia,
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los machos regulan el nimero de espermatozoides que producen (Parker, 1998;
Yamamoto et al., 2000; Pound y Gage, 2004; Kilgallon, 2004; Lucio y Gutiérrez-Ospina,
2006). De hecho, algunas ratas machos colocan tapones espermaticos en las hembras
(Dewsbury y Hartung, 1980), generan sustancias en las glandulas accesorias que
promueven una mejor competencia, matan a los espermatozoides de apareamientos
previos y generan sustancias toxicas que promueven el conflicto sexual dafiando incluso a

las hembras, como el caso de multiples insectos (Contreras et al., 2005).

La competencia espermética parece ejercer cierta presion incluso en la forma y
funcion de los espermatozoides, de tal forma que en la naturaleza se encuentran una gran
diversidad de estos, existen espermatozoides sin flagelos, cabezas con mas de un flagelo,
dos o tres espermatozoides con flagelos muy largos y enmarafiados, o espermatozoides

gque se mueven juntos para avanzar a mayor velocidad (Contreras et al., 2005).

2.8.4 Experimentos de motilidad asociados a competencia espermatica.

Considerando que en la naturaleza es comun encontrar espermatozoides de distintos
machos en el tracto reproductivo, desde hace tiempo se han llevado a cabo distintos
estudios evaluando la competencia de los espermatozoides de un macho contra los de

otro.

En pavos por ejemplo, se realiz6 un experimento para demostrar que la motilidad
espermatica difiere entre cada macho y qué tanto ésta influia en la paternidad de las
crias, se realizaron combinaciones con espermatozoides de machos con motilidad alta,
donde no hubo diferencias entre la proporcién de la descendencia producida, mientras
que si se combinaban espermatozoides de pavos con motilidad baja, uno de ellos obtenia
mayor éxito reproductivo sobre los demas (Donoghue et al., 1999), demostrando que la
motilidad espermatica es un componente critico del éxito de fertilizacion. Esto mismo
qued6 demostrado en gallinas, donde se hicieron inseminaciones heteroespermaticas in
Vivo y se observo que los eyaculados de machos con motilidad lenta pierden su capacidad
fertilizante con mayor rapidez que los eyaculados con motilidad rapida, esto debido a que
sufren envejecimiento post-meidtico mas pronto que los espermatozoides veloces, esta

dinAmica de competencia espermatica dependiente del tiempo tiene repercusiones
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importantes para la evolucion de las estrategias reproductivas de los machos (Pizzari et
al., 2008).

Resultados similares se obtuvieron en conejos, donde se reportaron diferencias
entre machos asociadas a la ovulacion, ya que parece ser que los espermatozoides de un
macho tienen diferentes tiempos de sobrevivencia respecto a los de otros machos, o son

eliminados selectivamente dentro de la hembra (Parrish y Foote, 1985).

En bovinos este fendmeno no habia sido estudiado como tal, aunque se tienen
antecedentes de experimentos donde realizaron inseminaciones heteroespermaticas con
pajillas de semen mezclado de toros o de liquido seminal de un toro y espermatozoides
de otro para ver si encontraban alguna mejora en cuanto a la fertilidad de las vacas
(Stewart et al.,, 1974, Nelson et al.,, 1975). En esos casos se obtuvieron resultados
variables donde generalmente se observa que hay toros que tienen un mayor éxito en
cuanto a la paternidad de la progenie por separado, mientras que para otros toros es
mejor combinarlos para mejorar su capacidad fecundante. Sin embargo, en cuanto a
motilidad no se tuvieron diferencias en ninguna de las mezclas con respecto al semen
individual post-congelacion, esto puede deberse a varias razones como son: diferencias
entre el semen de los machos para resistir las diferentes etapas del proceso de
congelacion, las diferencias en el tiempo de capacitacion de los espermatozoides, 0 a su

fertilidad inherente individual.

En muchos de esos experimentos se observd que los espermatozoides mezclados
de diferentes toros en una inseminacién, no competian por el todo o nada ya que en
algunas ocasiones en que se tenian gemelos, cada uno era de diferente padre (Stewart et
al., 1974); por otra parte, en los mismos estudios se reportaron diferencias en el semen
del mismo toro previo a la congelacion con respecto a la post congelacion o
descongelacion, lo cual habla de que hay diferencias individuales en cémo reaccionara el
semen de cada toro a la congelacién para tener una mayor capacidad fecundante. Flint et
al. (2003) mencionan gue si se insemina de manera heteroespermatica, al comparar entre
2 toros casi siempre habra una proporcién de 70:30 en la progenie. Un ejemplo claro es el
experimento de Beatty et al. (1976) donde compararon la capacidad fecundante de semen

bovino en fresco y a dos diferentes tiempos de congelacion y observaron que la relacion
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en la proporcion de la progenie fue igual en semen fresco para todos los toros usados,
mientras que una vez que el semen se congelaba, variaba hasta ser de 102:32:35:67
crias para cada uno de los cuatro machos del estudio, por lo tanto, el efecto de la
congelacion es diferente para cada individuo ya que se puede haber dafado

mecanicamente al espermatozoide.

De igual manera el proceso de capacitacién es distinto entre los espermatozoides
de cada toro, de hecho, en la actualidad, hay empresas dedicadas al ambito de la
reproduccion bovina que estan comenzando a incrementar la fertilidad, aumentando el
porcentaje de concepcidn hasta un 9% mediante la explotacion de la variacion natural en
el proceso de capacitacion que existe entre los espermatozoides de diferentes toros;
estas empresas combinan espermatozoides de hasta tres toros en diferentes estados de
avance de capacitaciéon en una sola pajilla para la 1A, dando la oportunidad de que haya
una amplia ventana de oportunidad para fertilizar el ovocito, ya que éste puede ser

ovulado a diferentes tiempos (http://www.genusbreeding.co.uk).

Como dato adicional, se sabe que en algunos lugares se puede elevar un indice de
concepcion bajo si se pasa de IA al servicio natural. Ello es explicable si se tiene en
cuenta que la monta natural cuenta con algunas ventajas (mayor dosis seminal, repeticién
de servicios durante el mismo celo por uno o varios toros, siembra de semen natural,
repeticién incontrolada de servicios en distintos celos, etc.), pero no puede considerarse
como un defecto de la IA, por lo que de manera natural se demuestra que existe la
competencia espermatica en bovinos al tener una misma vaca servicios de varios toros
(Bavera, 2005)

En bovinos se sabe que por medio de IA el porcentaje de fertilidad es maximo del
60% (Breuel et al., 1990; Schmitt et al., 1996), por lo que es importante conocer si la
presencia de espermatozoides de otro individuo provoca un cambio fisiolégico como el
aumento en la motilidad debida a un influjo de calcio con fines de incrementar el

porcentaje de fertilidad en bovinos.
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3. Justificacion

Como se presentd en la revision de literatura, el grueso de los estudios sobre la
competencia espermética, estan encaminados a los aspectos morfolégicos vy
conductuales, incluso en algunos casos se intentd la correlacibn con los niveles
hormonales; dentro de estos aspectos, el grupo animal en el que mas ha sido estudiado
este fendmeno es el de los insectos. Por otro lado en aves y mamiferos se enfocaron a
determinar el porcentaje de éxito reproductivo en competencia espermatica, relacionando
que los machos con mayor éxito eran quienes tenian una mayor proporcién de crias. Sin
embargo, hay pocas evidencias de aspectos fisioldgicos de los espermatozoides como la
motilidad, es por ello que el enfoque de este estudio se encamind al andlisis de la
motilidad espermaética en competencia espermatica. Para ello se analiz6 semen de la
especie Bos taurus de dos razas distintas, Holstein y Jersey; es importante destacar que
el estudio comprendi6é el andlisis de semen congelado, cuya motilidad en competencia

espermatica a la fecha se desconoce.

De manera particular la importancia del estudio radica en que el porcentaje de
fertilidad en bovinos utilizando semen congelado es aproximadamente del 60% en
México, por lo que es importante conocer si la presencia de espermatozoides de otro
individuo provoca un aumento en la motilidad debida al influjo de calcio con fines de

incrementar ese porcentaje en bovinos.
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4, Hipotesis

El fendmeno de competencia espermatica in vitro en semen bovino congelado

genera un aumento en la motilidad debida a un incremento de calcio intraespermatico.
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5.

Objetivos

5.1 Objetivo general

Identificar las respuestas que se presentan a nivel de calcio intraespermético y de
motilidad en los espermatozoides de toro, provenientes de pajillas descongeladas,
cuando los espermatozoides de dos individuos distintos se mezclan en un modelo in

vitro.

5.2 Objetivos particulares

> Determinar si existen respuestas in vitro asociadas a canales de calcio®" durante el
fendbmeno de competencia espermatica en toros utilizando la metodologia para

espectrofluorometria.

» Evaluar la motilidad y vigor de los espermatozoides bovinos mediante el método
subjetivo utilizando microscopia de campo claro de manera individual y mezclando el

semen de dos toros.

» Evaluar pardmetros de motilidad mediante el Sistema CASA (Computer-assisted-

sperm-analysis) en espermatozoides de toros sometidos a competencia espermatica.

» Comparar el uso del método subjetivo de microscopia de campo claro contra el
sistema CASA para la evaluaciébn de motilidad espermética en espermatozoides

congelados de bovinos.

» Determinar la presencia de hipermotilidad en espermatozoides congelados de

bovino en base a los parametros de VCL, LIN y ADL.
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6.

Material y métodos

6.1 Muestras biolégicas

6.1.1 Pajillas

Para este estudio se utilizaron un total de 78 pajillas de semen congelado de
Bos taurus, que incluyo las razas Holstein y Jersey. Este material biol6gico fue
donado por el Dr. Salvador Romo Garcia, del Departamento de Reproduccion de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM, asi como por el Dr. Wilhelm
Remberg, de la empresa RECA, S.A. de C.V.

6.1.2 Seleccién de muestras de semen

El semen de ambas razas se colect6 mediante vagina artificial. Sélo se
congelaron aquellas muestras que presentaron un color blanco, opaco, con aspecto
cremoso y ligeramente viscoso, asi como una concentracion entre 500,000 a
1,000,000 de espermatozoides/ml (Zemjamis, 1966) y un pH de 6 a 7 con una

viabilidad = al 60% contenido en volumen de 1-10ml.

6.1.3 Caracteristicas de las pajillas donadas

Del total de las pajillas donadas, 36 correspondieron a pajillas de semen
congelado de B. Taurus de la raza Holstein y 36 pajillas de semen B. Taurus, de la
raza Jersey. Cada pajilla estaba contenida en un volumen de 0.25 ml, con una
concentracion aproximada de 25 millones de espermatozoides. Por su parte, las
pajillas donadas por el Dr. Wilhelm Remberg, correspondieron a semen de animales

individuales asi como de semen mezclado, denominado semen heteroespermatico.

Para verificar la concentracion espermatica, se analiz6 al azar una pajilla de

cada lote; este procedimiento consistié en descongelar las pajillas y el volumen total
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se coloco en un tubo conico de plastico de 1.5 ml, de este volumen, Unicamente 5 pl
se diluyeron en agua hasta obtener una diluciéon 1:20, de esta dilucion se tomaron

10 ul y se colocaron en la camara de Neubauer para su conteo.

6.2 Concentracién de calcio intraespermatico.

La determinacion de la concentracién de calcio intraespermatico se realiz6 en el
Laboratorio de Biomembranas de la Facultad de Medicina, de la Universidad Nacional

Autébnoma de México.

6.2.1 Medio de mantenimiento

Con el fin de conservar los espermatozoides vivos y métiles, se desarrolld
el medio de mantenimiento que consisti6 en una solucion a pH de 7.2 a 7.3 en
condiciones de esterilidad que contenia 114.4 mM NacCl, 3.16 mM KCI, 0.48 mM
MgCl,, 0.33 mM NaH,PO,, 10 mM lactato de sodio, 2.17 mM CaCl,, 0.25 mM
piruvato de sodio, 2 mM dextrosa y 10 mM HEPES (Acido N-2-Hidroxietilpiperacina-
N'-2'-Etanesulfonic). Este medio se prepard previamente y se conservo a 4°C hasta
su uso. El dia de analisis, el medio se conservé a una temperatura de 36°C por lo
menos una hora antes de comenzar cada experimento para evitar que los cambios

de temperatura afectaran durante el proceso.
6.2.2 Preparacioén del gradiente de Percoll

Con el propésito de seleccionar de forma precisa los espermatozoides
completos de aquellos fragmentados presentes en la pajilla en estudio, se realizd un
gradiente discontinuo de densidad, descrito por Gonzalez-Martinez et al., 2002 y

Sanchez et al., 2009.

Se preparé Percoll* al 90%, combinando 4.5 ml de producto comercial

(conservado entre 2 y 8°C) con 0.5 ml de medio Sperm TL modificado (conservado
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* Sigma, P1644
a 2 a 8°C), inmediatamente después se coloc6 a temperatura ambiente. Se afiadio
1M CacCl, (9.85 pl), de 0.1 M MgCl;, (19.7 ul), 10.45 mg de NaHCOj3, finalmente se
coloco acido lactico al 60% (18.4 ul) conservado entre 2 y 8°C. Una vez colocados

todos los componentes, la muestra se mezclo por inversion.

Para la realizacién de Percoll al 45%, se mezclaron por inversiébn 1.5 ml de
Percoll al 90% conservado a 4°C y 1.5 ml de Sperm TL s/BSA a -20°C en un tubo

cbnico estéril bajo campana de flujo laminar.

Una vez obtenidos el Percoll al 90% y 45%, se conservaron a una temperatura
de 36°C durante una hora, posterior a ese tiempo, se colocé 1 ml de Percoll al 90%
en tubo coénico de plastico de 10 ml e inmediatamente sobre este se coloco
cuidadosamente 1 ml de la solucién de Percoll al 45%.

6.2.3 Descongelacién de las pajillas

Todas las pajillas utilizadas en el experimento se descongelaron al momento de
utilizarlas, para ello, las pajillas se sumergieron en agua corriente a 36°C durante 40
segundos, inmediatamente se secaron y se cortd uno de los extremos de la pajilla el
gue se colocd en la boca del recipiente vaciando el semen y finalmente se cort6 el

otro extremo de la pajilla para que el semen se depositara en el frasco.

6.2.4 Preparacion de las muestras

6.2.4.1 Separacion de espermatozoides viables

Se tomaron 8 pajillas del mismo toro de la raza Holstein (tubo 1) y 8 pajillas
del mismo toro de la raza Jersey (tubo 2), estas pajillas se descongelaron de
acuerdo al procedimiento previamente mencionado. Una vez descongeladas las
pajillas, el contenido se depositd en un tubo Eppendorf respectivamente, se
mezclo por inversion y se tomaron 10 pl de cada mezcla de semen para evaluar

motilidad espermatica mediante observacion con microscopio 6ptico.
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El resto del semen se coloc6 sobre el gradiente de Percoll como ya se ha
descrito, 2 ml de cada mezcla de semen se colocaron en gradientes de Percoll
independientes, posteriormente, las muestras se centrifugaron a 600 Xg a
temperatura ambiente durante 30 minutos, una vez concluido este procedimiento,
el sobrenadante de ambos gradientes se elimind y el precipitado se resuspendid
en 5 ml de medio de mantenimiento y se continuo con una centrifugacion a 300
Xg durante por 5 min, finalmente el precipitado resultante se resuspendi6é en 1 ml
de medio de mantenimiento ya que en €l se localizaban los espermatozoides

viables.

El tubo 2 se ajustd a un volumen de 8 ml y se mantuvo en una incubadora a

37°C hasta su confrontacién con la muestra del tubo 1.

6.2.4.2 Incorporacion del fluoréforo

Por su parte los espermatozoides del tubo 1 se resuspendieron
homogéneamente y 250 ul de la suspension se diluyeron con 8 ml de medio de
mantenimiento, el resto del volumen se ajust6 a 1 ml con medio de
mantenimiento e inmediatamente se le adiciond una concentracion de 1uM de
Fura-2 acetoximetil-éster (Fura 2-AM de Molecular Probes) contenida en 1 ul de
solucion, finalmente la mezcla se incub6é a 37°C durante un periodo de 40

minutos.

Concluido el tiempo de incubacién, el FURA no incorporado, se eliminé
colocando 5 ml de medio de mantenimiento a la mezcla y se procedié a una
centrifugacion a 300 Xg durante 5 minutos. El sobrenadante obtenido se
desecho, y el precipitado se resuspendido homogéneamente en 3 ml de medio de
mantenimiento, este volumen de distribuy6 en tres fracciones de 1 ml cada una,
con el propésito de analizar la competencia espermatica entre la mezcla de
espermatozoides del tubo 2 obtenido anteriormente, la competencia con
espermatozoides del mismo toro y finalmente una fraccion para la calibracion del

espectrofluorémetro. Las tres fracciones se ajustaron a un volumen de 5 mly se
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conservaron a una temperatura de 37°C durante 5 minutos, previo a su

utilizacion.

6.2.4.3. Calibracién y funcionamiento del espectrofluorémetro.

Se utilizé el espectrofluorometro (PTI, Photon Technology International,
Inc., modelo MD-5020), que se calibr6 mediante un barrido en ausencia de
muestra. Una vez obtenido el fondo del aparato, se iniciaron los registros de
calcio, para ello, se agregd a la muestra de semen cargado con el fluoréforo, 1
UM de ionomicina, con el fin de facilitar la entrada de calcio a la célula y saturar
al FURA. Las muestras fueron leidas a diferentes longitudes de onda para
obtener la 340/380 nm méxima (Rmax) y posteriormente se quel6 el Ca®* con 3.5
mM de EGTA + 1% Triton X-100 para obtener la relacién 340/380 nm sin Ca**
(Rmin).

Los valores de R a lo largo del registro se convirtieron a valores de

calcio intracelular con la ecuacion descrita por Grynckiewicz (et al.1985):

[Ca®"] i=kd (R-Rmin) / (Rmax-R) B

en donde B= (Ff380/Fb380), esto es, la relacion de fluorescencias
detectadas excitando a 380 nm en medio sin Ca2+ (EGTA-triton) y con Ca2+
(ionomicina), respectivamente. La Kd es la constante de disociacion que para el

Fura 2 es de 260 nm.

La fluorescencia se detectd con un filtro de 488 nm y se excitd

alternadamente a 340 y 380 nm con el monocromador PTI.
6.2.4.4. Lecturas de fluorescencia
Una vez calibrado el equipo, se realizaron las lecturas de fluorescencia

para las muestras en estudio. Para ello, las fracciones cargadas con FURA (con

aproximadamente 25 millones de espermatozoides) se centrifugaron a 300 Xg
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durante 5 min y el sobrenadante se elimind, mientras que el precipitado se
resuspendié en 2.5 ml de medio de mantenimiento y el volumen final se colocé
en una cubeta de cuarzo para su lectura en el espectrofluorémetro con
agitacion magnética continua a 37°C, durante 5 minutos. Simultaneamente, se
proces6 una segunda muestra del mismo toro (250 ul de muestra diluida en 8
ml de medio de mantenimiento) que no contenia el fluor6foro, para ello, la
muestra se centrifugd a 300 Xg durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y
el precipitado fue recuperado, se colocé directamente en la cubeta de cuarzo
gque contenia la muestra con fluoréforo y se reanudd la lectura de fluorescencia,

lo que permitié la evaluacién del influjo de calcio por competencia.

Este procedimiento se llevé a cabo para el andlisis de muestras de este
estudio, confrontando muestras espermaticas de toros raza Holstein contra

espermatozoides de toros de raza Jersey.

6.3 Evaluacién de parametros de motilidad.

Motilidad subjetiva: Esta parte del estudio, se realiz6 en el Laboratorio de
Reproduccion de la FES-Cuautittan. Para ello, se seleccionaron 6 pajillas de
semen congelado de las razas Holstein y Jersey, que se descongelaron de
acuerdo al procedimiento antes descrito. En breve, el o los portaobjetos y
cubreobjetos se colocaron en una platina térmica a 36°C, durante 15 minutos, al
término, se depositaron 10 pl del semen de cada toro (Holstein y Jersey) por
separado, asi como la mezcla de ambas muestras. Realizado este proceso, se
determiné el porcentaje de espermatozoides matiles y el vigor del movimiento en
una escala de 0 (sin movimiento) a 5 (movimiento enérgico). Este procedimiento
se realiz6 en 3 muestras distintas, siempre confrontando el semen de ambas
razas. Ademas, estos parametros se determinaron por dos observadores y al final

se compraron los resultados.
Andlisis mediante método computarizado CASA Prism/ Sperm Vision 3.7.5

Professional, equipo proporcionado por la empresa Minitube, ubicada en el estado

de Querétaro, México): Con el objeto de analizar la velocidad curvilinea (VCL),
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velocidad en linea recta (VLR), velocidad media (VAP), amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (ADL), frecuencia del batido del flagelo (FBF)
e indice de linearidad (LIN), se recurrié a la utilizacion del sistema computarizado
llamado CASA, para ello, el equipo se calibré siguiendo las especificaciones

establecidas en el sistema.

Cabe mencionar que para el analisis de la informacién emitida por el
equipo, fue necesario indicar el tipo de semen a ser analizado, el tipo de diluyente

utilizado (Triladyl-yema de huevo) y el volumen de la pajilla.

6.3.1. Anélisis de pajillas

Para el analisis de las muestras del estudio empleando el sistema CASA,
primero, cada muestra de semen se analizé de forma independiente, segundo, se
mezclaron muestras de semen de toros distintos y los pardmetros emitidos por el
equipo se analizaron en competencia espermatica, esta muestras se denominaron
mezclas heteroesperméticas postcongelacion. Simultdneamente se analizaron
muestras heteroesperméticas precongelacion, donadas por la empresa RECA, S.A.
de C.V.

Para el desarrollo del estudio, las pajillas se descongelaron de acuerdo al
protocolo descrito, asi, el semen se coloc6 en tubos individuales mantenidos a la
misma temperatura y ambas muestras se mezclaron y tnicamente 3 pl de la mezcla

se colocaron en la camara (Leja, Minitube) para su analisis.

El andlisis de cada muestra, consistié en identificar 7 campos de la muestra y

aguel campo que mejor la representd, se tomaron secuencias en 30 imagenes.
6.3.2. Hipermotilidad
De las muestras evaluadas por el equipo CASA, también se analiz6 la

hipermotilidad, tomando como parametros a VCL, ALH y LIN, que corresponde al

indice de linearidad: (VLR/VCL) x 100, ya que el patron de desplazamiento influye
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en los valores de velocidad mencionados, tomando como referencia a los
espermatozoides hipermétiles con valores de ALH (>7um) y VCL (>150um/seg) y un
indice de linearidad bajo (<50%) (Mortimer, 2000).

6.3.3. Andlisis estadistico

Para analizar los datos estadisticamente, se separaron en bloques las
muestras evaluadas postcongelacion, el primero tenia pajillas con semen de menos
de 10 millones de espermatozoides/ml y un segundo bloque de 11 a 20 millones de
espermatozoides/ml, con la finalidad de que la concentracion no fuera un factor que
afectara la respuesta. Las mezclas precongelacion y las muestras individuales
correspondientes se evaluaron estadisticamente por separado. Se utilizé la prueba

de t para datos independientes con un 99% de confianza.
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7.

Resultados

7.1 Concentracion de calcio intraespermatico

Es importante sefalar que durante el proceso de descongelacion mueren
aproximadamente la mitad de los espermatozoides de una muestra, al igual que
durante el tiempo de la carga con el fluoréforo, por lo cual fue necesario utilizar un gran
namero de pajillas para cada experimento. En la Figura 7.1 se puede ver una
microfotografia de espermatozoides cargados con el Fura-2AM a un aumento de 40x

en un microscopio de epifluorescencia Nikon modelo E-600 con filtro para DAPI azul.

Una vez que los experimentos de calcio intracelular se comenzaron a llevar a
cabo fue necesario reportar cada uno por separado (Figura 7.2.), ya que la cantidad de
espermatozoides utilizados al final fue variable por la razén antes mencionada, sin
embargo como se observa en las figuras 7.2.a, 7.2.b y 7.2.c, realmente no hay una
diferencia significativa entre las respuestas de la concentracion de calcio intracelular de
las muestras antes de la competencia y durante ésta, aunque parecen variar

ligeramente.
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Figura 7.1. Microfotografia de espermatozoides de bovino cargado con Fura 2-AM

mediante microscopio epifluorescente a 40x.
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Figura 7.2. Registros de concentracion intracelular de Calcio. En todos los
experimentos (A, By C), los espermatozoides del primer toro se dejaron durante 5 a
5:30 minutos en un estado de estabilidad. La flecha azul indica el término de ese
tiempo y el momento en el que se agregan los espermatozoides para generar
competencia. La linea negra indica espermatozoides del toro contrario y se observan
cambios en la concentracion de calcio, mientras que la linea roja indica que se
agregaron espermatozoides del mismo toro, en el que no hay un aumento en la
concentracion de calcio. Las graficas con barras rojas indican la comparacion entre los
registros control y las graficas de barras negras indican la comparacién entre el grupo

control y el grupo donde se llevé a cabo la competencia espermatica.
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En la Figura 7.2.a se observa que hay una marcada tendencia a aumentar la
concentracion del calcio, misma que se ve disminuida en la Figura 7.2.b y cambia su
tendencia en la Figura 7.2.c. Sin embargo como se observa en las graficas, no hay
diferencias significativas entre los grupos controles y los grupos sometidos a

competencia.

7.2 Evaluacién de los parametros de motilidad

7.2.1 Motilidad subjetiva

Debido a los resultados no significativos que se obtuvieron al evaluar la
respuesta de calcio intraespermatico, se decidié hacer el analisis de datos de
motilidad mediante un método subjetivo utilizando un microscopio 6ptico de campo
claro con un aumento de 200x por parte de dos observadores distintos
simultaneamente (ver Cuadro 7.1.). Posteriormente se evaluaron los mismos
parametros de motilidad mediante el equipo CASA- Como puede observarse,
mediante el método subjetivo se pudo apreciar mayor vigor de la motilidad de los
espermatozoides cuando se colocaban juntos, sin embargo una vez que se midieron
los distintos pardmetros cinematicos en el equipo computarizado CASA, los

resultados obtenidos fueron distintos.
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Cuadro 7.1. Datos de motilidad espermatica y vigor de la motilidad de los
espermatozoides de manera individual y al enfrentarse en competencia espermatica

in vitro mediante observacidn a microscopio de campo claro por parte de dos

observadores.

Experimento % motilidad (0-100) / vigor (0-5)
Observador 1 Observador 2

1 Toro 1 40/4 50/4

Toro 2 20/3 20/3

Competencia 60/5 50/5

2 Toro 1 20/3 30/3

Toro 2 30/3 50/3

Competencia 40/4 40/4

3 Toro 1 30/3 40/3

Toro 2 10/2 10/2

Competencia 20/3 30/3

La escala utilizada para medir el vigor fue de tal forma que O equivale a muy poca

motilidad y 5 a motilidad a gran velocidad.
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7.2.2 Motilidad evaluada por CASA

Al realizar la evaluacién con el sistema CASA los resultados fueron distintos

utilizando el mismo lote de pajillas y se muestran en los Cuadros 7.2, 7.3y 7.4.
Los valores de t (datos no mostrados) no representaron diferencias

estadisticas significativas en ninguna muestra evaluada tanto individualmente como

en mezclas homoespermaticas o heteroespermaticas.
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postcongelado

Cuadro 7.2. Parametros de motilidad obtenidos mediante el sistema CASA en

pajillas de semen de baja concentracion (hasta 10 millones/ml).

Concentracién

VCL

(billones/ml) (um/seg) VAP (um/seg) | VLR (um/seqg) FBF ADL (um)
0.0088 76.8 40.05 29.07 22.56 5.21
0.0108 65.92 43.69 33.78 17.39 4.93
0.0054 71.55 39.2 31.2 17.09 4.69
0.0052 82.53 51.51 41.61 14.83 7.37
0.0108 69.84 40.48 30.93 17.93 5.07
0.0060 89.5 52.59 37.08 20.71 6.38
0.0032 75.17 47.79 34.55 13.74 5
0.0068 84.69 47.39 30.3 22.88 6.45

Las filas oscuras muestran los datos de competencia espermatica in vitro, mientras

gue el resto muestran los mismos parametros medidos de cada muestra de semen

individual. VCL (velocidad curvilinea), VAP (velocidad media), VLR (velocidad en

linea recta),

FBF (frecuencia del

desplazamiento lateral de la cabeza).

40
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postcongelacion

Cuadro 7.3. Parametros de motilidad obtenidos mediante el sistema CASA en
pajillas de semen de concentracion estandar (de 11 a 20 millones/ml).

Concentracién VCL VAP ADL
(Mm)

(millones/ml) | (um/seg) (Mm/seq) VLR (um/seg) FBF

18.40 74.96 44.1 34.41 18.46 5.65
19.20 103.29 57.35 40.42 19.44 7.11
18.60 99.39 53.99 37.61 20.72 6.93
18.40 86.96 51.33 40.8 19.63 6.5
11.40 88.92 49.47 33.87 19.19 6.11
11.60 76.92 44.79 34.1 18.28 5.23

Las filas oscuras muestran los datos de competencia espermatica in vitro, mientras
gue el resto muestran los mismos parametros medidos de cada muestra de semen
individual. VCL (velocidad curvilinea), VAP (velocidad media), VLR (velocidad en
linea recta), FBF (frecuencia del batido del flagelo), ADL (amplitud del

desplazamiento lateral de la cabeza).
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precongelado

Cuadro 7.4. Parametros de motilidad obtenidos mediante el sistema CASA en

pajillas de semen congelado donados por la empresa RECA, S.A. de C.V.

Concentracioén

VCL

VAP

VLR

(millones/ml) (Mm/seq) (um/seg) | (um/seQ) FCP ADL (um)
0.5 89.77 45.93 29.85 15.65 8.02
1.5 112.78 71.21 54.52 23.69 10.43
0.7 123.18 87.62 49.83 30.43 6.52
1.0 44.07 25.85 18.67 14.49 3.53

Las filas oscuras muestran los datos de competencia espermatica in vitro medidas
en pajillas en las que el semen de dos toros fue mezclado previo a la congelacion.
En el resto se muestran los mismos pardmetros medidos de cada muestra de
semen individual de los mismos toros. VCL (velocidad curvilinea), VAP (velocidad
media), VLR (velocidad en linea recta), FBF (frecuencia del batido del flagelo), ADL
(amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza).
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7.2.3 Hipermotilidad

Por otro lado, en el Cuadro 7.5 se pueden observar los datos que se
relacionan con la hipermotilidad de los espermatozoides; sin embargo tampoco
estos datos arrojan indicios de que los espermatozoides presenten hipermotilidad

una vez mezclados.
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Cuadro 7.5. Datos a partir de los cuales se determiné la presencia de hipermotilidad

de los espermatozoides.

VCL INDICE DE AMPLITUD DEL DESPLAZAMIENTO
(um/seq) | LINEARIDAD (%) LATERAL DE LA CABEZA (um)
92.02 0.44 6.42
111.92 0.38 7.45
74.96 0.45 5.65
71.55 0.43 4.69
104.15 0.38 7.3
103.29 0.39 7.11
90 0.43 6.16
82.53 0.5 7.37
69.84 0.44 5.07
99.39 0.37 6.93
87.27 0.42 6.8
89.5 0.41 6.38
94.66 0.4 7.02
75.17 0.45 5
75 | o4 | 588
86.96 0.46 6.5
88.92 0.38 6.11
76.92 0.44 5.23
84.69 0.35 6.45
89.77 0.33 8.02
112.78 0.48 10.43
123.18 0.4 6.52
44.07 0.42 3.53

El indice de linearidad es el valor porcentual de la Velocidad en linea recta entre la
velocidad curvilinea. Las filas oscuras muestran los datos de semen mezclado tanto

antes como después de la congelacion.



8. Discusion

Actualmente los estudios que describen el fendmeno de competencia espermatica
no han descrito aspectos moleculares que pudieran suceder en los espermatozoides
cuando son confrontados dos individuos diferentes. Este es el primer estudio que trata de
demostrar la respuesta intracelular y el efecto fisiolégico relacionado con la motilidad en
espermatozoides de mamiferos, y mas aun con semen congelado en una especie cuyo
indice de fertilidad puede aumentar al emplearse semen congelado y que es tan

importante para la produccién de carne y leche como los bovinos.

El hecho de que empresas dedicadas al ambito de la reproduccion bovina ya estén
realizando y comercializando pajillas heteroespermaticas congeladas obteniendo un
aumento en la fertilidad que alcanza el 9%, da pié para realizar este tipo de investigaciéon

y pensar que este aumento se debe a la competencia espermatica.

Uno de los principales factores que afectan al espermatozoide en cuestion de
motilidad es el influjo de calcio. La presencia de este ion permite el inicio, mantenimiento y
aumento de la motilidad durante los procesos de capacitacion, reaccion acrosomal y

fertilizacion del ovocito (Darszon, 2007).

8.1 Concentracidn de calcio intraespermatico

El proceso de congelacion y descongelacion de las pajillas de semen afecta en
diversas medidas a los espermatozoides, principalmente a nivel de la integridad de la

membrana plasmatica (Stornelli et al., 2005).

En estudios de sobrevivencia al usar Percoll, se ven también afectados los
espermatozoides por la presencia de la polivinilpirrolidona (PVP) que se encuentra en
el Percoll (Ocafia, et al., 2009) utilizado para la separacion de espermatozoides viables
y motiles, sin embargo para nuestro estudio, estos cambios no impidieron que el
colorante Fura 2-AM penetrara en las células y como se observa en los resultados de
este estudio, la distribucién del calcio esta bien representada en la cabeza y pieza

media del flagelo.
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Aun y cuando se sabe que después de descongelar el semen, el calcio sufre un
aparente desequilibrio por los cambios mecéanicos y quimicos dentro de la célula
(Cormier et al., 1997), durante cada una de las lecturas de fluorescencia, se realizé una
prueba control con Tritbn al 10% para corroborar el correcto funcionamiento del
espectrofluorémetro, ya que esta sustancia rompe la membrana plasmética,
mitocondrial y acrosomal (Suarez, 2008) liberando el calcio y demas componentes que
hubiera dentro de ellas; el correcto funcionamiento se identific6 mediante un pico en
las concentraciones de calcio que se aprecié muy superior e inmediato al de la lectura

de cada experimento (datos no mostrados).

Una de las propuestas planteadas en este trabajo era evaluar si el contacto de
espermatozoides de dos individuos distintos provoca un aumento de calcio que pudiera
estar asociado a un aumento en la motilidad, desafortunadamente bajo las condiciones
de este experimento, no hubo un incremento en la concentraciébn de calcio
intraespermatico, por lo que pensamos que esta falta de respuesta se debe al dafio
gue se produce en el citoesqueleto de la pieza media provocado previamente por la
criopreservacion (Cormier et al., 1997; Stornelli et al., 2005). Esta criopreservacion
probablemente cambia las respuestas a nivel de calcio intracelular, y cualquier
alteracion de su regulacion o estructura debida a procesos de congelacién y
descongelacion puede reflejarse en una disminucion de la fertilidad del semen
congelado bovino (Cormier et al., 1997). De igual manera se sabe que la proporcion de
espermatozoides descongelados funcionales es reducida (Canorio, 2008). Sin embargo
el dafio no afecta de igual manera a todos los espermatozoides, por lo que en este
estudio la falta de aumento significativo de calcio la atribuimos a que el semen fue
congelado cumpliendo los criterios para realizar el procedimiento, y por lo tanto, los

toros utilizados en este estudio tenian una calidad de semen conocida y similar.

Se considera que debe realizarse un estudio mas consistente y efectivo para
evaluar una respuesta de calcio con semen fresco para evitar que el proceso de
criopreservacion sea un factor que influye en las respuestas asociadas al influjo de

calcio.
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8.2 Evaluacién de los pardmetros de motilidad

La motilidad es considerada un parametro muy importante para la evaluacién de
la calidad del semen congelado de bovinos; pero aunque ni esta ni los parametros
cinematicos pueden considerarse indicadores fiables de la capacidad fecundante de un
eyaculado, es poco probable que los espermatozoides con motilidad baja o alterada
lleguen al oviducto y la mayoria de los espermatozoides con motilidad progresiva

tendran mejores oportunidades de alcanzar el &mpula (Contria et al., 2010).

En esta seccién evaluamos la motilidad mediante dos métodos, el primero fue
hecho en base a datos relativos obtenidos de dos observadores (evaluacion subijetiva)
y para el segundo se utiliz6 un sistema automatizado para evaluar parametros

espermaticos (CASA).

La evaluacién subjetiva de la motilidad de los espermatozoides que es
ampliamente utilizada en los laboratorios de andrologia, depende en gran medida, de
la habilidad y la percepcion del técnico. Durante las ultimas dos décadas, se han
desarrollado diferentes equipos CASA para la evaluacion objetiva de las caracteristicas

del movimiento de los espermatozoides (Contria et al., 2010).

Los datos obtenidos en este trabajo mediante el método subjetivo sugieren que si
hay una diferencia entre la motilidad del semen de toros individuales y al mezclar
semen de dos toros, sin embargo debido a que el nimero de observaciones realizadas

fue minimo, no se pudo hacer un analisis estadistico.

Ambos procedimientos mostraron diferencias importantes en la motilidad, siendo
gue los proporcionados mediante el método subjetivo evidencian que los observadores
pueden estar predispuestos a los resultados esperados para este estudio, mientras que
el sistema CASA presenta valores reales aun evaluando una gran cantidad de
muestras, esto sugiere que de preferencia deben utilizarse los métodos
computarizados para evaluar parametros de motilidad y evitar errores por parte del

observador.
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Para todos Ilos datos obtenidos con el CASA, se observa que
independientemente de la concentracion de espermatozoides que hubiera en la pajilla
o del momento de realizar la mezcla (antes de congelar o después de descongelar), no
existen diferencias entre la motilidad de estos toros; como ya se menciond esto
podemos atribuirlo a la fertilidad similar entre estos; o quiza a la PVP proveniente del

Percoll, que reduce la misma, aunque esto no se evalué (Ocafa et al., 2009).

La inseminaciéon heteroespermatica utilizdndose para evaluar la capacidad
fecundante de los machos, puede permitir un aumento en la fertilidad de un macho en
particular, cuyo semen este menos favorecido y que en condiciones de inseminacion
homoespermatica sea baja. Esto es posible debido a que el semen de los machos
responde de manera distinta al formar parte de una mezcla que al utilizarse de forma
individual, o viceversa (Dziuk, 1996; Flint et al., 2005).

En cuanto a la fertilidad, se ha demostrado en toros y en pavos (Stewart et al.,
1974; Nelson et al., 1975; Donoghue et al., 1999) que al mezclar semen de machos de
diferente calidad, los que son poco fértiles, aumentan su progenie con respecto a los
resultados que se obtendrian utilizando su semen individual;, por lo que se puede
originar cierta fertilizacion competitiva que ofrezca una via eficiente para evaluar la
fertilidad (Dziuk, 1996; Foote, 2002). En este sentido, la motilidad es muy importante
para que el espermatozoide llegue a fertilizar al ovocito, por lo que en esos
experimentos los machos de baja fertilidad pudieron haber aumentado su motilidad al
estar en presencia de semen de otro macho con buena fertilidad. Por el contrario
cuando se colocaba semen de machos muy fértiles, la proporcion de la progenie no
favorecia a ninguno en especifico; por lo que es de esperarse que en este experimento
no exista un aumento en la motilidad y que esto sea debido a la falta de significancia
en el aumento de la concentracidn de calcio, tal y como se observé en este estudio.
Probablemente si se hace este experimento con semen de diferente calidad se

obtengan resultados distintos y mas cercanos a los que se esperaban.
Por otro lado, cuando los espermatozoides detectan la presencia del ovocito,

responden alterando su comportamiento a un estado de hipermotilidad (Tuma, 2005), y

al tratar de ver si los espermatozoides de este estudio la presentaban, no se observan
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las caracteristicas de mayor velocidad curvilinea, menor indice de linearidad y mayor
amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza que se requerian para considerarlas

como hipermatiles.

En este estudio se considerd evaluar la hipermotilidad ya que aunque es una
caracteristica que se adquiere durante el proceso de capacitacion dentro de la hembra,
se pensé que la capacitacion promovida por la congelacion podria provocar que
algunas muestras presentaran este comportamiento. Sin embargo un punto a
considerar es que aungque los sistemas CASA son mas objetivos para evaluar ciertos
parametros, la hipermotilidad la lleva a cabo el flagelo, no la cabeza del
espermatozoide, y esto es finalmente lo que estos sistemas computarizados detectan
(Mortimer, 2000). Las cabezas se mueven de lado a lado como resultado del
movimiento flagelar, sin embargo no reflejan con exactitud el movimiento flagelar,
ademas debe considerarse que cuando el espermatozoide se encuentra en el lumen
del oviducto, sus movimientos son circulares, lo cual le permite abarcar todo el espacio
en forma tridimensional, mientras que al colocar el semen en una superficie plana
como el de la caAmara Leja, los espermatozoides hipermdtiles tienden a moverse en
circulos debido a la asimetria del movimiento flagelar que se realiza usualmente en un
lado del flagelo. Si los espermatozoides tienen un movimiento extremadamente
asimétrico, entonces los movimientos son circulares en las laminillas utilizadas, ya que
no es una superficie comparable al oviducto de las hembras, tal como lo reporta
Suarez (2008).

Finalmente se debe considerar que la hipermotilidad al requerir un veloz influjo de
calcio causado por la quimiotaxis del flujo folicular (Tuma, 2005), pudo no haberse
presentado debido a que bajo condiciones in vitro el incremento de calcio no fue
significativo al mezclar el semen, mientras que en las muestras homoespermaticas no

hubo ningln factor que pudiera provocarla.

A pesar de no haberse encontrado diferencias entre la motilidad de los
espermatozoides provenientes de semen homoespermatico y heteroespermatico, la
motilidad es fundamental para el espermatozoide y esta relacionada con el estatus

energético del mismo (Contria et al., 2010). Sin embargo, esta no es sin6nimo de
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capacidad fecundante, ya que refleja Unicamente una de las funciones del
espermatozoide, que es la actividad flagelar, mientras que otras estructuras
espermaticas (acrosoma, membrana espermatica) también intervienen en el proceso
de la fertilizacion. Por tanto, a pesar de ser indispensable para la fertilizacion, no
pronostica de forma precisa la capacidad fecundante del espermatozoide, debido

fundamentalmente a la valoracién subjetiva de dicho parametro (Canorio, 2008).

Cabe mencionar que aln y cuando el semen de los toros que se elijan para la 1A
sea de buena calidad, cumpliendo con los parametros establecidos de viabilidad,
motilidad y concentracién después de la descongelacién, es muy importante el manejo
gue se le da al semen por parte del inseminador, el estado en que se encuentra la vaca
receptora y el momento adecuado para realizar al procedimiento (Rodriguez-
Hernandez et al., 1995; Marini et al., 2010). En este sentido no se puede dejar de lado
gue lo que ocurre con el semen dentro del tracto reproductor de la hembra no depende
de nosotros y el semen que ha pasado por el proceso de congelacidon-descongelacion
reacciona de distintas maneras. Gil et al. (2008) demostraron que utilizando pajillas de
semen congelado de toros para IA, aproximadamente el 10% de ellos tenia atraccion
quimiotactica hacia gradientes de fluido folicular, demostrando al igual que Oliveira et
al. (1999) que existen subpoblaciones que reaccionan quimiotacticamente tanto al
fluido folicular como al fluido del oviducto, por lo que el efecto de la hembra como tal
puede ejercer diferente respuesta y por lo tanto, ayudar a mejorar el porcentaje de
prefiez. De hecho actualmente se sabe que los factores quimiotacticos (principalmente
progesterona; Villanueva et al.,, 1995; Lishko et al., 2011) que modifican las
propiedades de flexiébn del flagelo para redirigir a los espermatozoides al gameto
femenino, es dependiente de calcio extracelular, sin embargo no depende de la
concentracion de calcio como tal sino del flujo i6nico rdpido a través de vias
alternativas (Tuma, 2005; Wood et al., 2005).

Es bien sabido que los espermatozoides una vez que estan en el tracto
reproductor de la hembra se alojan en el istmo del oviducto para llevar a cabo el
proceso de capacitacion, y ella permite la liberacibn de los espermatozoides
competentes para que puedan llegar al ampula y se seleccionan los espermatozoides

de mayor calidad (Talevi y Gualtieri, 2001). Por lo anterior el proceso de capacitacion
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es también uno de los factores mas importantes para el éxito reproductivo, ya que si el
semen de un macho tiene una capacitacion rapida a diferencia de otro y se insemina
en un momento cercano a la ovulacion, este podria tener mas ventaja sobre los
espermatozoides de capacitacion lenta o atrasada una vez que llegan al sitio de
fertilizacién. Parrish y Foote (1985) reportan en conejos que los machos mas fértiles
tienden a tener mas enzimas acrosémicas, lo cual supondria una mayor ventaja sobre
los machos menos fértiles suponiendo que ambos resistieran de igual manera la

congelacion.

La evaluacion de la motilidad es por lo tanto, solo una parte de todo lo que se
deberia tomar en cuenta para lograr una fertilizacion exitosa, se pueden tomar en
cuenta otros analisis que si bien, a veces no estan a nuestro alcance pueden ayudar a

evaluar la calidad del semen de una manera mas funcional.

Aunque se sabe que la fertilidad de los toros es una caracteristica que se hereda
a sus crias, la importancia de este estudio radica en que si los toros de baja fertilidad
logran aumentarla y tienen ciertas caracteristicas que a los ganaderos les interesen
(mayor produccién lechera, mayor ganancia de peso con respecto al tiempo), pueden
lograr obtener crias con esas caracteristicas y al mismo tiempo aumentar la diversidad
genética que tienen en sus hatos. Esto a la larga los favorece ya que pueden reforzar a
los individuos con los que cuentan e incluso en un futuro permitir la monta natural con

sus mismos animales, evitando una tendencia a la endogamia.
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9. Conclusiones

En base en lo logrado en este estudio, no se encontraron diferencias significativas
en las respuestas de influjo de calcio in vitro evaluadas en las muestras de semen
homoespermético descongelado al compararse con el semen heteroespermatico
descongelado de toros de las razas Holstein y Jersey con el mismo nivel de calidad

evaluada previamente a la congelacion.

En base a los resultados y a la propuesta de que existen efectos fisioldgicos y de
influjo de calcio inducidos por la confrontacién de espermatozoides de dos o mas toros
durante el fendmeno de competencia espermatica, recomendamos hacer mas pruebas
para mostrar porqué se logra aumentar la fertilidad al utilizar pajillas heteroespermaticas
De igual manera se sugiere que se lleven a cabo experimentos similares con semen
fresco y con toros que tengan una fertilidad distinta entre ellos, para evaluar si la
competencia espermatica favorece al de menor calidad seminal, evitando de esta forma el

posible efecto que tienen los factores asociados a la congelacion del semen.

Por otra parte se evalu6 la motilidad durante la competencia espermatica mediante

dos métodos: el subjetivo y por medio de un método computarizado CASA.

En cuanto a los parametros de motilidad observados mediante el método subjetivo,
se observo una ligera tendencia al aumento de la motilidad una vez que se mezclaban los
espermatozoides de los dos toros, mientras que mediante el método CASA no se
obtuvieron diferencias al comparar las muestras de espermatozoides de manera individual

y al mezclar los espermatozoides de dos toros antes o después de la descongelacion.

Es preferible utilizar métodos computarizados (CASA) en lugar del método subjetivo
para la evaluacion de parametros espermaticos, ya que proporcionan un valor mas
objetivo y real del movimiento y de la velocidad de los espermatozoides, al mismo tiempo

que permiten evaluar una gran cantidad de muestras de manera repetible.

De la misma manera no se encontraron indicios de hipermotilidad en pajillas

homoespermaticas, mezclas precongelacion y mezclas postcongelacion.
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