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RESUMEN

FRAUSTRO CUEVAS ROCIO ABIGAIL. “EVALUACION DE DOS DIFERENTES
CRIOPROTECTORES (TRILADYL Y TRILADYL-TREHALOSA) SOBRE LA
VIABILIDAD DE SEMEN CRIOPRESERVADO DE DELFIN (Tursiops truncatus)’.
(bajo la direccion de Dra. Maria de Lourdes Juarez Mosqueda y MVZ Roberto
Sanchez Okrucky).

El objetivo del presente trabajo fue comparar la capacidad crioprotectora de la
combinacion Trehalosa-Triladyl con la de un medio de congelacion a base de
Triladyl (control), en el semen del delfin nariz de botella (Tursiops truncatus). Se
utilizaron 8 eyaculados provenientes de 2 machos en los que se evalud la
movilidad, la integridad y la viabilidad espermatica en el semen fresco y después
del proceso de criopreservacion. Los resultados mostraron que aunque la
movilidad progresiva al descongelado de los espermatozoides de los grupos
Triladyl+ Trehalosa (T-25mM, T-50Mm), fue mayor (46.25% y 45%
respectivamente) en comparacion del tratamiento T-100mM (40.62%) y Triladyl
(40%), esta no fue significativa. Al evaluar la viabilidad y la integridad espermatica
mediante la tincibn Eosina-Nigrosina y Azul de Coomassie se observo una
diferencia significativa (P<0.05) entre el grupo control (T) y los diluyentes
adicionados con trehalosa, donde se ven favorecidos los medios (T-25mM vy T-
50mM), a diferencia del medio T-100mM donde el porcentaje de viabilidad y la
integridad acrosomal se vieron afectados notablemente. Se concluye que la
trehalosa tiene la capacidad para estabilizar la membrana del espermatozoide y
mantener su integridad acrosomal siempre y cuando no se sobrepase la tolerancia

osmoatica de la célula.



l.- INTRODUCCION

La informacién con la se cuenta actualmente acerca de la anatomia y fisiologia
reproductiva de los delfines es muy poca. Anteriormente la mayor parte de la
informacion habia sido obtenida mediante la recoleccién de los 6rganos de estos
animales en estaciones balleneras, barcos o museos. Fue hasta el afio de 1938
con la apertura del primer delfinario en Florida, que se logré mantener con éxito
algunos ejemplares de delfines en cautiverio, iniciandose asi el estudio sistematico

de la anatomia y fisiologia de estos animales (Wood F.G, 1977).

El delfin nariz de botella es la especie comiunmente mantenida en cautiverio, ya
gue presenta una buena respuesta al entrenamiento y una mayor habilidad para

tolerar el cautiverio (Mayer, 1998).

A mediados de los 70°s la industria de espectaculos en México inicia con la
inclusion de mamiferos acuaticos y desde entonces el nimero de empresas
dedicadas al entretenimiento ha ido en aumento, al igual que los animales
mantenidos en cautiverio. (Mayer, 1998).

La mayoria de los delfinarios estan localizados en las zonas turisticas costeras en
el suroeste del pais, principalmente en Quintana Roo y algunos otros localizados
en el noroeste, en Baja California.

La mayor parte de los animales utilizados fueron obtenidos de vida libre pero el
incremento en la demanda de estos, aunado a la baja tasa reproductiva en

cautiverio, ha provocado una gran controversia sobre el mantenimiento de



cetdceos bajo cuidado humano. (Mooney J, 1998); dicha controversia ha
aumentado notablemente en los Ultimos afos, basandose en argumentos
emocionales enfocandose principalmente en la demanda por la liberacion de
ejemplares, en lugar de basarse en evidencia cientifica y poner énfasis en la

educacion ambiental del publico en general. (Ugaz C.M, 2009).

Derivado de lo anterior, en el afio 2003 se decretd la Norma Oficial Mexicana 135
de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (NOM-135-
SEMARNAT) para la regulacion de la captura para la investigacion, transporte,
exhibicion, manejo y manutencion de mamiferos marinos en cautiverio y la Ley
General de Vida Silvestre que prohibe la importacion y/o captura de delfines, lo

cual obliga a los delfinarios a reproducir a sus animales y asi obtener reemplazos.

Debido a la imposibilidad de adquirir delfines de vida libre y/o de otros paises y a
la importancia en la conservacion de fauna silvestre es necesario implementar
diversas tecnologias reproductivas, asi como aumentar el reservorio del material
genético de los mamiferos marinos bajo el cuidado humano, para mantener una

mayor diversidad genética.

1.1 BIOLOGIA DE LA ESPECIE

El delfin nariz de botella (Tursiops truncatus) esta considerado dentro del orden de
los cetaceos y estan distribuidos tanto en océanos templados como en tropicales.

El orden de los cetaceos a su vez esta subdividido en 3 subérdenes:



Misticetos: Incluye a todas las ballenas

Odontocetos: Incluye a las orcas, belugas, delfines y marsopas

Archaeocetos: Incluye a las antiguas ballenas, extintas en el Oligoceno (hace 30
millones de afios).

El origen de los cetaceos aun no estd definido, pero diversos estudios
bioquimicos, genéticos y hallazgos fésiles sugieren que estan relacionados con los
ungulados. Se dice que su ancestro es el Mesonyx, que es un ungulado primitivo
del tamafio de un perro, que vivié en América del Norte, Europa y Asia; se cree
gue alguno de estos animales se alimentaba de peces y se fue adaptando a vivir
en aguas poco profundas, teniendo una vida anfibia. Inicialmente se cree que eran
como nutrias o lobos marinos, que utilizaban sus miembros para moverse dentro
del agua, pero que la cola modificé sus movimientos haciéndolos verticales,
iniciando asi su adaptacién con la vida marina; posteriormente experimentaron
rapidos cambios fisiol6gicos, modificando ojos, los rifiones para un diferente
balance electrolitico, perdieron el pelo, desarrollaron una capa de aislamiento
debajo de la piel (blubber), la habilidad para escuchar debajo del agua, perdieron
las extremidades posteriores, y adaptaron la circulacion para tolerar altas

profundidades y para el buceo. (Fordyce R.E, 1988).

Ademas, los cetaceos, para poder compensar la pobre vision bajo el agua y asi
competir con los demas habitantes marinos, como los tiburones, desarrollaron un
sistema sensorial (sonar). El sonar es una comunicaciéon muy eficiente en el agua
y es la base de la ecolocalizacion. (Rommel SA, Lowenstine LJ, 2001). Los

delfines producen una gran variedad de sonidos (silbidos, chillidos o gemidos) que
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evidentemente son producidos para comunicarse. Muchas especies de cetaceos
producen este tipo de sonidos como comunicacién individual o sefiales
especificas; algunos machos de ballena jorobada los realizan para cortejar a las
hembras, algunos delfines (toninas), las orcas y los cachalotes emiten los sonidos
para aturdir a sus presas y que sea mas facil su captura o como una forma de
autodefensa (Fish J, Hubbs, 1993).

La ecolocalizacion se basa en la longitud de onda de los sonidos, la cual varia
dependiendo la frecuencia. Los sonidos de baja frecuencia se atendan mas
lentamente; es decir; viajan mayores distancias y aunque son utilizados para
ecolocalizar la informacién que se obtiene del objetivo no es muy fina. En cambio
los sonidos de alta frecuencia, viajan distancias menores, se atendan mas rapido,
pero proveen mayor informacion ya que sus longitudes de onda son mas cortas
(Fig. 1) La informacion de cualquier sefial acuUstica se representa por medio de
sonogramas (frecuencia vs tiempo) o por espectros de frecuencia (niveles de

presion de sonido con frecuencia). (Fish J, Hubbs, 1993).

\J 30

Fig. 1 Esquema de ecolocalizacian de un delfin nariz de botella a) Plano Vertical y b)
g Plano Horizontal (Modificado de Cranford et al., 1996).



En los odontocetos los sonidos para la ecolocalizacibn son producidos justo
debajo del respiraculo en los sacos nasales, la produccion de sonido se asocia al
paso del aire al momento de la exhalacion por los labios fonicos localizados
debajo del saco aéreo vestibular. Los labios fénicos estan compuestos por un par
de bursas o bolsas dorsales las cuales estan llenas de grasa llamadas “labios de
mono” unidas al cartilago bursal y al ligamento del respiraculo. Al abrir y cerrar los
labios fénicos, forzando el paso del aire, se determina la repeticion de los clics.
(Fig. 2).

Respiraculo
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y Sacxs "/ Nucleo del melén

S
B e, . J

L _-‘\ a '.ﬂ_a,'- YUYy e
e A Y

!

—

Traquea -
: / Mandibula

Fig. 2 llustracion de la cabeza de un delfin nariz de botella, mostrando la
posicion del meldn y las estructuras asociadas a la produccion de sonido. La
variacion en la densidad lipidica se muestra con el sombreado. (Modificado de
Crandford ef al, 1996).

Ademas, el sistema de generacion de sonido est4d acoplado al sistema de
propagacion (melon); este ultimo contiene lipidos de baja densidad, que sirven
como una lente acustica para crear emisiones direccionales enfocadas a los

objetivos ubicados enfrente del mismo (Fish J, Hubbs, 1993).



El delfin nariz de botella tradicionalmente no habita aguas poco profundas, la
mayoria de las poblaciones se localizan en mar abierto, aunque existen especies
gue viven en las costas (Tursiops aduncus). Al estudiar poblaciones de vida libre
se descubri6 que las poblaciones de mayor tamafio habitaban en aguas
templadas, tropicales, encontrandose ademas que los delfines tienen un territorio
estacional y otro de alrededor de 500km para viajes. (Mooney J, 1998 y Caldwell y

Caldwell, 1972).

Los delfines son animales sociales y generalmente se encuentran en grupos de 2
a 15 individuos, aunque existe evidencia que en Africa del Sur se han observado
grupos de hasta 1,000 individuos (Wells and Scott; 1999). Para formar un grupo
social intervienen muchos factores como el sexo, la edad, condicion reproductiva y
las relaciones familiares; se han documentado 3 tipos de agrupaciones: bandas de
hembras adultas con sus crias, grupos de subadultos de ambos sexos y machos

adultos solitarios o en pares. (Wells et al; 1987).

Il.- GENERALIDADES

2.1 ANATOMIA REPRODUCTIVA DEL MACHO

Los machos presentan testiculos en forma cilindrica, localizados lateral y
caudalmente a los rifiones, se encuentran fijos a la pared dorsal de la cavidad

abdominal. La tunica vaginal que cubre a los testiculos, y también gran parte del



epididimo, tiene un color blanco grisaceo. La tunica albuginea es una membrana

gruesa y resistente, y esta fusionada a la tinica vaginal. (Green R.F, 1977).

El testiculo estd formado por I6bulos de forma irregular, cada uno dividido por
membranas septales, numerosos y pequefios canales en el septum forman la rete
testis; estos canales se unen para formar el conducto eferente corto y aplanado,
llegando al epididimo, que es extensamente sinuoso y se divide en cabeza, cuerpo
y cola. En la cola distal hay un incremento de tamafio formando asi el conducto
deferente, ademds existe un tubo ciego localizado en la parte distal del conducto
deferente el cual se describe como un 6rgano reproductivo accesorio (glandula
prostatica) (Green R.F, 1977).

El pene de los delfines es fibroelastico, tiene su origen en la superficie media de
los vestigios de los huesos pélvicos, siendo similar al de los rumiantes. Es retractil
y con una flexura sigmoidea, est4 soportado por el cuerpo cavernoso y la tanica
albuginea que se insertan en los huesos isquiaticos de la pelvis. No existe 0s
peneana. De la region pélvica el pene corre anteriormente, proyectandose dentro
del saco peneal. (Pabst D.A et al., 1999).

La piel que recubre el saco peneal se refleja hacia adelante para cubrir el primer
tercio anterior del pene (cono terminal). Cuando el pene esta erecto el
recubrimiento del saco peneal es estirado hacia afuera para cubrir el tercio medio
del pene, posterior al cono terminal. El pene relajado tiene una curvatura en forma
de “S”, esta curvatura es mantenida por los musculos retractores del pene, que se
originan en la pared rectal anterior y se insertan en la porcion ventral del pene

inmediatamente atras del cono terminal.



La ereccion del pene se debe parcialmente a la estructura fibroelastica del
organo, a la turgencia causada por la infiltracion de sangre en el tejido cavernoso y

a la relajacion de los musculos retractores del pene. (Fig. 3). (Green R.F, 1977).

Fig. 3 Imagen de la ereccion del pene de un delfin nariz de botella
(Tursiops truncatus) donde se puede observar la irrigacion de este debido
a la infiltracion de sangre en el tejido cavernoso. (Dolphin Discovery,
Training Techniques, 2006).

2.2 MADUREZ SEXUAL

Diversas observaciones indican que los delfines machos tienen erecciones en un
periodo cercano a las 48 horas posteriores a su nacimiento, esto debido a que los
delfines poseen un control fisico altamente desarrollado y las crias pueden intentar
la copula (normalmente con la madre) a las pocas semanas de nacidos. El joven
macho continda sus intentos por copular conforme se va desarrollando y puede
alcanzar un patron copulativo a los pocos meses de nacido, pero no alcanza la

madurez sexual sino hasta los doce afos (Schroeder J.P, 2001).



En el caso de las hembras, éstas alcanzan la madurez sexual alrededor de los 6
afos y son poliéstricas estacionales. La época de apareamiento puede llegar a ser
muy estresante para los machos maduros; los testiculos, la préstata y los
musculos asociados a los 6rganos reproductivos aumentan de tamafio en esta
época. Aunado al estrés para controlar el territorio, por las peleas por las hembras,

el consumo de alimento desciende marcadamente (Robeck T.R et al., 2001).

Las principales hormonas relacionadas a la reproducciéon son producidas en el
testiculo; cada testiculo con 2 regiones funcionales que consisten en las células
intersticiales y los tdbulos seminiferos, estos delineados con las células
germinales y las células de Sertoli, que secretan andrégenos los cuales participan
en la espermatogénesis. La testosterona es producida por las células de Leydig,
gue se encuentran entre el tejido intersticial y los tdbulos seminiferos. (Kirby V.L,
2001).

En los machos aproximadamente 2/3 de la testosterona corporal es producida por
los testiculos el resto es de origen adrenal. (Kirby, V.L, 2001).

La pubertad en los machos es caracterizada por un marcado incremento en el
desarrollo testicular, del tamafio del pene y aumento circulante en los niveles de

testosterona, LH y FSH. (Kirby, V.L, 2001).

La madurez sexual de un macho se puede medir de diferentes formas:
postmortem se puede basar en el peso testicular, en el diametro de los tubulos
seminiferos, en la presencia de espermatozoides en éstos, y por la presencia de

liguido seminal en el epididimo (Seargent et al., 1973; Perrin and Reilly, 1984,
10



Cockcroft and Ross, 1990).In vivo se puede basar en la medicién de los niveles de

testosterona circulante o mediante la edad. (Cuadro 1).

Cuadro 1. Madurez Sexual del delfin nariz de botella.

PATRON REPRODUCTIVO EDAD NIVEL DE TESTOSTERONA
Inmaduro 1 a 7 afos < 3 ng/mi
Paber 8 a 12 afios De 3 a5 ng/mi
Maduro De 12 afos De 5 a 54 ng/ml

(Adaptado de Kirby, V.L, CRC Handbook of Marine Mammals).

2. 3 ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO ANIMAL

El entrenamiento animal ha existido por mucho tiempo, esto mediante la
domesticacion animal y la modificacibn de su comportamiento. Fue en 1938
cuando B.F Skinner publico su libro “El Comportamiento de los Organismos”
donde se explica la psicologia del aprendizaje y sus efectos en el comportamiento.
El fundamento cientifico de esta disciplina tiene 2 raices: la etologia y la
psicologia, cada una con un enfoque especifico.

Mientras los etélogos se enfocan en la evolucion del comportamiento haciendo
enfasis en comportamientos instintivos, los psicologos se basan en elementos del
aprendizaje y de la influencia del ambiente sobre el desarrollo de un

comportamiento (Galindo y Orihuela, 2004).
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Estudio del
Comportamiento
|
|

|
[ Biologia ] [ Psicologia ]
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|

Condicionamiento
Operante

|

Fig. 4 Esquema del comportamiento animal. (Adaptado de Galindo F.A y Orihuela A: Etologia

Aplicada, 2004).

La etologia se refiere a la observacion y descripcion detallada del comportamiento
animal, con el fin de conocer el funcionamiento de los mecanismos biol6gicos. El
condicionamiento es un proceso de modificacién de la conducta, donde un sujeto
asocia un comportamiento deseado con un estimulo previamente no relacionado.
La etologia aplicada toma fundamentos de ambas posturas para entender de
manera integral los problemas de salud y bienestar cuando las condiciones del
entorno afectan el comportamiento natural (Fig. 4). Para entender el
condicionamiento, necesitamos entender la relacibn entre comportamiento y
estimulo. Comportamiento es cualquier acto o respuesta medible u observable.

Estimulo lo que causa una respuesta conductual (comportamiento). (Pryor , 2004).

12



Existen 2 tipos de Condicionamiento Animal:

2.3.1 Condicionamiento Clasico o Pavloviano

Tipo de aprendizaje basado en una respuesta fisiolégica o involuntaria a un
estimulo. Se llama pavloviano debido al experimento de Pavlov con la campana y
el perro.

En presencia de su perro, Pavlov hacia sonar una campana (estimulo neutral) lo
cual no provocaba respuesta comportamental por parte del perro; después de
sonar la campana el perro siempre recibia su alimento, estableciendo asi una
relacion entre la campana y el alimento. Al sonar la campana el perro comenzaba
a salivar, aun cuando la comida no era presentada. Esta relacion entre estimulo
(el sonido de la campana y el alimento), causaba el comportamiento de salivacion

(respuesta fisiologica o involuntaria) por parte del perro (Pryor, 2004).

2.3.2 Condicionamiento Operante

El condicionamiento operante es un tipo de aprendizaje en donde la frecuencia de
una conducta ocurre debido a la consecuencia que ésta tenga, es decir, donde el
sujeto llega a asociar gusto o disgusto por la accion a causa de la consecuencia.
En este condicionamiento la respuesta siempre sera voluntaria.

Un punto clave del condicionamiento operante es el refuerzo, el cual debe ocurrir
al terminar el comportamiento y a causa de este. El refuerzo no es mas que un

estimulo para que un comportamiento se repita en el futuro. (Pryor, 2004).
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En el caso de los delfines, para la obtencién de algiin comportamiento se trabaja
con 2 tipos de condicionamiento operante el emitido y el solicitado. El
comportamiento emitido es algo que el animal hace naturalmente y el entrenador
captura el momento en el que el animal lo presenta para asi provocar la repeticion
del comportamiento. Un comportamiento solicitado es cuando el entrenador da
cierta informacion para indicarle al animal que debe comportarse de cierta manera.

(Dolphin Discovery: Training Techniques, 2006).

Es importante utilizar una sefial (marcaje) para indicarle al animal porque esta
siendo premiado o reforzado. A esta sefial se le llama bridge (puente) el cual
puede ser auditivo, visual o tactil. Esta sefial le indica al animal un “si” ese es el
comportamiento que deseo y ademas le indica que el refuerzo esta por llegar

(Pryor , 2004).

En el caso para la coleccibn de semen se siguen diversos pasos para lograr el

comportamiento:

1. Este comportamiento se debe realizar siempre en un encierro (holding)

especifico.

2. Palpar al animal en y alrededor del area genital, buscando tranquilidad y

comodidad en él; no debe mover ni rostro ni aletas.

3. Con el ejemplar en decubito dorsal, con la mano enguantada se

introduce el dedo indice izquierdo en el area genital hasta tocar la punta
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del pene moviéndolo ligeramente de un lado a otro (aletas y cabeza del

animal deben estar tranquilas y sin moverse).

La mano derecha debe estar debajo sosteniendo al delfin, entre ano y
genitales. Con esto se esta buscando pequefias contracciones del
musculo recto abdominal, oblicuo interno y del panniculus (que controlan

la ereccién del pene).

En este paso es muy importante la mano derecha para sentir las
contracciones, por mas ligera que sea (como el pulso de la sangre) se

debe bridgear (puente) y reforzar al animal.

Continuar estos pasos hasta sentir una contraccion fuerte, el dedo
indice se va alejando cada vez mas del pene, para que funcione como
un objetivo (target) y cada vez que el pene toque el dedo indice se

bridgea (puente) y se refuerza al animal.

Asi hasta lograr una exposicion completa del pene, el cual debe lucir de

un tono rosa rojizo (con una buena irrigacién) y firme, antes de tocarlo.

Introducir una segunda persona quien sostendra dorsalmente al animal

a la altura del area genital y del ano.

Tocar el pene con un dedo luego dos y asi sucesivamente hasta poder
sujetarlo con toda la mano, sin incomodar al animal, ya que se logra
este paso, iniciar movimientos ligeros de arriba hacia abajo para

estimular.
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10.Juntar dedo indice y pulgar formando un anillo, el cual permanecera
firme al momento de realizar el jalé (tirar del pene), utilizar toda la mano
para abrazar el pene, el anillo marca la altura del jalé. (el cual es tipo

freno de mano)

11.Introducir la vagina colectora de semen vy utilizar lubricante base agua.
El jalé debe ser seco, rapido y firme; pero sin lastimar al animal
simulando la intensidad con la que el macho penetra a la hembra

(Dolphin Discovery: Training Techniques, 2006).

lll.- ANTECEDENTES

Una de las estrategias para la conservacion de la biodiversidad es la
criopreservacion de las células germinales, con la finalidad de ser utilizadas en el
futuro para restablecer las especies amenazadas. Dado que los espermatozoides
son células accesibles y se han criopreservado con éxito en algunas especies de
mamiferos y aves, éstos son los que tienen un mayor potencial para el
establecimiento de un banco de germoplasma (Gilmore et al., 1998).

La criopreservacion de semen, en combinacion con la inseminacion artificial, ha
tenido un gran impacto en la reproduccion animal a nivel mundial, ya que ha
permitido no solo incrementar el namero de crias, sino el mejoramiento genético.
(Watson., 1995).

En la actualidad el manejo reproductivo de especies de fauna silvestre se ha visto

beneficiado por la integracion y desarrollo de nuevas tecnologias aplicadas a la
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reproduccién asistida (Robeck y O'Brien 2004). En el caso del semen del delfin
nariz de botella (Tursiops truncatus) el primer informe de criopreservacion fue
realizado por Seager et al., (1981), quien menciond la existencia de diversos
métodos de coleccidbn de semen como la electroeyaculacion, obtencion por
entrenamiento y la coleccién postmortem.

Si bien el método de criopreservacién permite conservar viables y durante largo
tiempo a los espermatozoides, se ha observado que algunos espermatozoides
descongelados, aparentemente fértiles, no mantienen la misma capacidad
fecundante que tenian al momento de ser eyaculados, debido a alteraciones
celulares inducidas por el proceso (Storinelli et al., 2005).

Se ha sefialado que durante la congelacién-descongelacion, los dafios que sufren
las células espermaticas pueden presentarse en diversos grados debido a
distintos mecanismos en cada fase del proceso. Al final menos del 50% de los
espermatozoides sobreviven (Giraud et al.,, 2000). Esto se ha atribuido a los
cambios drasticos de la temperatura (estrés térmico), la formacién de cristales de
hielo, de especies reactivas de oxigeno, alteraciones en la membrana plasmatica,
en la funcion metabdlica, dafio al DNA, toxicidad de los crioprotectores y el estrés
osmotico. (Watson., 1995.) Aunque en el caso del delfin se ha observado que la
movilidad y la viabilidad de los espermatozoides pueden ser mayores al 60% al
descongelado, la concentracion espermatica requerida para lograr una
inseminacion exitosa debe ser de 270 X 10° células/ml (Robeck y O'Brien et al.,
2006); indicativo de que el espermatozoide sufre otras alteraciones no detectadas
al evaluar los parametros tradicionales. Respecto a esto Ultimo, en otras especies

de mamiferos domeésticos se ha observado que los espermatozoides
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descongelados no requieren una incubacién previa para adquirir la capacitacion,
por lo que se ha determinado que el proceso de crioconservacion induce un
estado similar a éste; asi mismo se observa un aumento en las células que
presentan reaccion acrosomal, o que se conoce como criocapacitacion, que se
traduce en un menor tiempo de vida y fertilidad espermatica (Green et al., 2001).
Para el proceso de congelacion es necesario adicionar diversos crioprotectores,
los cuales pueden alterar el comportamiento fisico-quimico de las soluciones
acuosas donde ocurre la criopreservacion. (Boiso et al., 2001). En el delfin se han
empleado diversos métodos para la criopresevacion del semen muy similares a los
usados en caninos, encontrandose que el método més efectivo es el que contiene
glicerol al 4% adicionado con tris y yema de huevo. (Robeck y O'Brien et al.,
2004).

Si bien el glicerol es el crioprotector mas empleado, la concentracion del mismo en
los medios de dilucion debe ser baja (menor al 4%), ya que concentraciones
mayores tienen efectos perjudiciales, principalmente porque los crioprotectores
permeables con su entrada y salida pueden producir cambios en el volumen
celular y por lo tanto dafio osmatico (Watson, 1995 y Morris et al., 2006).

Por otra parte, se han observado notables mejoras en el semen descongelado al
emplear la trehalosa como crioprotector en el carnero, ratdon, conejo, muflén
europeo y perro, obteniéndose porcentajes mayores de ceélulas sin alteraciones
en la membrana, de movilidad y de embriones por fertilizacion in vitro. (Gutiérrez-
Pérez et al., 2009, Aboagla et al., 2000, 2004, Aisen E.G et al., 2002 y 2005, Bhur

M et al., 2001, Bwanga et al., 1990, Roca et al., 2005).
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En el caso del espermatozoide del delfin no existe informacién sobre el uso de la
trehalosa en el medio de congelacién. Adicionalmente, el empleo de la trehalosa
en el diluyente para la conservacién del semen de cerdo a 16° C ha permitido
conservar un mayor numero de células con el acrosoma integro, mantener la
movilidad hasta por seis dias e incrementar la fertilidad y el nimero de embriones
obtenidos en comparacién con un diluyente sin trehalosa. De manera general, se
ha propuesto que la efectividad de un crioprotector depende de su capacidad para
salvaguardar a la célula del dafio por congelacion y de no resultar un agente toxico
para ésta. Asi, una de las funciones de éstos es mantener una mayor proporcion
de agua liquida a bajas temperaturas y, por lo tanto, una menor concentracion de
electrolitos para posibilitar la supervivencia celular; sin embargo el uso de éstos
provoca dafios importantes sobre la membrana y el citoesqueleto (Stornelli et al.,

2005).

En el caso del delfin nariz de botella (Tursiops truncatus) se ha visto que la
inseminacion artificial (IA) con semen fresco tiene mejores resultados que la
realizada con semen criopreservado (Robeck et al., 2004).

La mayoria de los trabajos publicados sobre congelacion de semen de delfin han
usado el meétodo de pastilla o pellet, el cual ha permanecido sin cambio por mas
de 25 afos. Si bien el empleo de pastillas para dicho proceso ha sido empleado
con relativo éxito en varias especies domeésticas (por ejemplo, borrego y cerdo) y
fauna silvestre (elefante y panda gigante, entre otras), el uso de pajillas
proporciona mayores ventajas al proporcionar condiciones estériles de

empaqguetamiento, que aseguran la integridad de la muestra; son de facil
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identificacidén y evitan la contaminacion de patdgenos que pudiera ocurrir durante
el almacenamiento de la muestra. Por otra parte, a la fecha, aparentemente no
existen reportes en los que se haya evaluado el estado fisiologico del semen
descongelado de delfin. En otras especies se ha observado que los
espermatozoides que resisten el proceso de congelacion y descongelacion
presentan modificaciones en la membrana plasmatica similares a los que se
producen durante la capacitaciéon y la reacciéon acrosomal, como la pérdida de
fosfolipidos y colesterol (Holt et al., 1994). Esto se ha atribuido al dafio en la
membrana del espermatozoide que se produce durante la criopreservacion y el
descongelado, lo que lo hace mas permeable, por lo que los iones que se
encuentran en altas concentraciones en el medio extracelular, como el Ca**, entra
a la célula estimulando los eventos dependientes del calcio, como la capacitaciéon
y la reaccion acrosomal (Watson, 1996). Por lo tanto el ensayo de un protocolo de
congelacion con diferentes crioprotectores, aplicados a una especie de interés y la
evaluacion de los mismos mediante la valoracion de diversos pardmetros permitira
incrementar la eficiencia de la IA con semen criopreservado y en un futuro recrear

una poblacién silvestre sostenible.

3.1 ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide fue descrito por primera vez en 1677 por Leeuwenhoek, quien
observo su forma general e hizo una descripcion de los diferentes movimientos

gue presentaba la célula; pero no fue hasta 1875 cuando Hertwig demostré la
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penetracién del espermatozoide al ovocito y por lo tanto la union de ambos

gametos. (Fawcett, 1975).

El espermatozoide o gameto masculino, es una célula altamente especializada en
el almacenamiento y transporte de material genético, por lo que tiene una limitada
capacidad de autoreparacién (Aurich, 2005).

En el espermatozoide de delfin, al igual que en el de los demas mamiferos, se
pueden identificar diversos segmentos: una cabeza, la cual es elipsoide, un cuello
gue une a la cabeza con el flagelo; este ultimo se divide en la pieza media, la
pieza principal y la pieza terminal, todas estas estructuras delimitadas por la
membrana plasmética. La longitud de la cabeza es de 4.5 um y 2 um de ancho; la
longitud de la pieza media es de 4um; la longitud del flagelo es de 60um
(incluyendo la pieza media), teniendo un tamafio total promedio de 65um (Fleming,

1981).

En la cabeza se encuentra el nudcleo el cual contiene cromatina altamente
condensada con un contenido de DNA haploide, rodeando al nicleo esta la teca
perinuclear y el acrosoma que ocupa la region anterior de la cabeza. (Juarez,
2000). El acrosoma es originado durante la fase de espermatida a partir del
complejo de Golgi; éste contiene las enzimas necesarias para la penetracion del
ovocito tales como son la hialuronidasa y la acrosina. EI acrosoma consta de una
membrana interna localizada por arriba de la teca perinuclear y una membrana
externa relacionada con la parte de la membrana plasméatica de la cabeza

espermatica. El cuello abarca desde la cabeza en la base del ndcleo hasta la
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pieza media del flagelo, aqui se pueden observar diferentes estructuras como la
placa basal, los cuerpos laminares, el capitullum, las columnas segmentadas, el
cuerpo basal y el axonema. (Mackinonn y Voss, 1993).

La pieza media se extiende desde la region distal del cuello hasta el anillo de
Jensen (annulus); en esta parte podemos distinguir el axonema, la vaina
mitocondrial y las fibras densas (Fawcett, 1975).

El axonema ocupa todo el eje central del flagelo y se forma por 2 microtibulos
simples, que a su vez esta rodeado por nueve dobletes de microtabulos y diversas

proteinas.

3.2 ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es un proceso de diferenciacion y desarrollo celular que
ocurre en los tubulos seminiferos de los testiculos y tiene el objetivo de producir
espermatozoides. Su duracién depende de la especie; en el caso del delfin aun no

se ha determinado la duracién de esta. (Hafez y Hafez, 2000).

Este proceso ocurre en 3 fases:

Mitosis

Las células germinales (espermatogonias) que estan en el testiculo inmaduro se
activan en la pubertad y sufren mitosis mientras se sitian en el compartimiento
basal del tubulo seminifero. Asi, las espermatogonias madre se dividen y originan
otra célula con una caracteristica morfolégica propia (espermatogonia Al). La

aparicion de estas células marca el inicio de la espermatogénesis, estas
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espermatogonias pasan por un numero definido de divisiones mitéticas exclusivas
de la especie; que dan por resultado clonas celulares que difieren
morfoldgicamente de sus progenitoras, en el caso del delfin aun no se cuenta con
esta informacién. La divisiébn nuclear (cariocinesis) durante la mitosis es completa
a diferencia de la citoplasmatica (citocinesis). El resultado de la udltima divisién
mitética son los espermatocitos primarios que entraran a meiosis. (Hafez y Hafez,

2000).

Meiosis (Espermatocitogénesis)

Durante este paso se expresan diversos genes localizados en los autosomas;
ocurre la primera division meidtica y dan lugar a los espermatocitos secundarios;
en la segunda division meidtica se activan los genes localizados en los
cromosomas sexuales, se detiene la produccion de RNA y los espermatocitos
reducen su DNA convirtiéndose a un contenido haploide (espermatides). (Hafez y

Hafez, 2000).

Fase posmeiotica (Espermiogénesis)

En esta fase se remodela la estructura de las espermatides por una serie de
cambios morfologicos que incluyen la condensacion de la cromatina nuclear, la
formacion de la cola o aparato flagelar y el desarrollo del casquete acrosomico,
para dar lugar al espermatozoide (Hafez y Hafez, 2000).

Al concluir la espermatogénesis, los espermatozoides son liberados a la luz de los

conductos seminiferos, por medio de la espermiacion (Hafez y Hafez, 2000).
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Los espermatozoides son transportados desde el testiculo a través del epididimo,
el cual transporta distalmente a los espermatozoides al conducto deferente.
Durante su paso por el epididimo los espermatozoides sufren un proceso de
maduracién (capacidad potencial de fecundar al 6vulo), el cual incluye la
adquisiciéon de la movilidad sostenida, pérdida de agua, migracion distal y pérdida
eventual de la gota citoplasmatica; este proceso esta influenciado por los
andrégenos testiculares. Ademas durante este trayecto los espermatozoides
entran en contacto con fluidos epididimales los cuales los cubren con una capa de
carbohidratos y proteinas (factor descapacitante); en el delfin se desconoce la

duracion de este paso. (Hafez y Hafez, 2000).

El proceso de maduracion se considera parcial, ya que los espermatozoides
deben sufrir otro tipo de capacitacion o maduracion en el aparato reproductor de la
hembra que les permita interaccionar con el 6vulo para llevar a cabo la reaccion

acrosomal y poder penetrar a este (Hafez y Hafez, 2000).

3.3 CAPACITACION ESPERMATICA

Los espermatozoides no adquieren su capacidad de fecundar hasta que no
recorren el tracto reproductivo de la hembra. La capacitacion ocurre desde el Gtero
pero la de importancia fisiologica es la que experimentan los espermatozoides que
logran alcanzar la region istmica del oviducto, en donde sufren cambios
fisiologicos vitales para que puedan sufrir la reaccion acrosomal y poder realizar

la fecundacion (Hafez y Hafez, 2000).
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La capacitacion es un proceso mediado por el incremento de Ca*? intracelular
(Singh et al., 1978), consecuencia de una cascada de procesos fisioldgicos,
activados por diferentes vias de sefializaciébn en el aparato reproductor de la
hembra.

No todos los espermatozoides se capacitan al mismo tiempo, ya que este proceso
depende también de la respuesta individual de cada célula. Los principales
eventos que ocurren en la capacitacion que provocan la reaccién acrosomal son:

(Hafez y Hafez, 2000).

a. La remocion del factor descapacitante (particulas intermembranosas) en la
superficie del espermatozoide provocada por los fluidos en el aparato
reproductor de la hembra.

b. La disminucién del contenido de colesterol y de la rigidez de membrana
plasmatica del espermatozoide y la modificacién de glucosaminoglucanos.

c. Cambios i6nicos a medida que el espermatozoide avanza por el aparato
reproductor (aumento de la concentracién de Ca*" intracelular).

d. Aumento del metabolismo energético y de la movilidad del espermatozoide

y por lo tanto en hay un cambio en el patron de movilidad.

Los espermatozoides, como algunos tipos celulares, mantienen gradientes de
concentracion a través de la membrana plasmatica (MP) manteniendo una mayor
concentracion de K y una menor de Na* en el espacio intracitoplasmatico, lo cual
es mediado por la bomba de Na'/K*. Durante la capacitacién este proceso se

invierte, reflejando una disminucion de la actividad de la bomba. Acerca del papel
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del Ca*" en la capacitacién no se tiene mucha informacién, pero Félix (2002)
sugiere que la albumina sérica tiene un papel significativo en la permeabilidad de
membrana, mientras que el B-estradiol en pequefias concentraciones inhibe la
actividad de los canales de Ca®". Se sabe que la concentracién de Ca®" en el
espermatozoide es baja en la cabeza y en el flagelo, desconociéndose la forma en
la que éste se almacena, aunque se ha propuesto que las mitocondrias y algunas
proteinas pueden actuar como reservorios. El incremento del Ca?* durante la
capacitacion esta relacionado con un aumento en los niveles de AMPc y en la
fosforilacion de proteinas esperméticas, como la fosfolipasa C; estos eventos
estan relacionados con la desestabilizacion de membranas. (Galina C y Valencia
J, 2008). Todo esto ha sido estudiado en espermatozoides de diversas especies
domésticas como en el del humano; en el caso del delfin no se ha definido esta

informacion.

3.4 REACCION ACROSOMAL

Esta ocurre enseguida de la capacitacion; durante ésta el espermatozoide ha
modificado su patron de movilidad, dejando de ser lineal y progresivo
convirtiéendose en un movimiento poco controlado, agitados y en un solo lugar; a
esto se le conoce como hipermovilidad, que ayuda en el contacto de éste con el
ovulo, generalmente ocurre en el ampula del oviducto.

La reaccion acrosomal (RA) se desencadena por la presencia de una glicoproteina
gue esta en la zona pellcida (ZP3) y de la progesterona liberada por células de la

granulosa que forman el cumulus, que al hacer contacto con sus receptores
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especificos localizados en la membrana plasmatica del espermatozoide,
desencadenan una cascada de sefializacion para liberar el contenido (Hafez vy

Hafez, 2000).

La reaccion acrosomal consiste en la fusidbn de la membrana plasmatica del
espermatozoide con la membrana acrosomal externa; produciendo pequefias
vesiculas mixtas en los puntos de fusién y liberando asi las enzimas contenidas en
el acrosoma; este proceso de exocitosis le permite al espermatozoide penetrar la
zona peldcida y fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito. Después de
la RA la Unica porcion del acrosoma que se conserva, es el segmento ecuatorial
donde se establece un nuevo dominio de fertilizacién esencial para la interaccién
de los gametos y completar asi la fertilizacion. (Parks et al., 1992; Hafez y Hafez,

2000; Galina y Valencia, 2008).

3.5 CRIOPRESERVACION

La criopreservacion es el proceso empleado para congelar tejidos y células vivas,
disminuyendo su metabolismo al minimo, dejando funcional sélo lo necesario para
sobrevivir, en este caso sin perder su capacidad fertilizante.

Durante la criopreservacion, el descongelamiento o en ambos se pueden provocar
dafios a la célula espermética a través de distintos mecanismos; tales como
formacion de cristales de hielo, cambios en concentracion de solutos o cambios
por deshidratacion, lo que provoca que menos del 50% de los espermatozoides

sometidos a este proceso sobreviva. (Giraud et al; 2002).
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3.5.1 Sobre-enfriamiento

Durante la congelacion existen puntos criticos como la fase inicial de enfriamiento
y el periodo de retorno para la supervivencia celular. (Mazur, 1984).

El sobre-enfriamiento ocurre cuando la temperatura de la célula disminuye a una
temperatura cercana al punto de congelacion por debajo de los 0°C en la cual el
agua extracelular se congela mientras que el agua intracelular no lo hace a la
misma velocidad, ya que la membrana celular funciona como barrera impidiendo

que el cristal extracelular crezca hacia el interior de la célula (Watson, 2005).

Por ello es muy importante tener una velocidad de enfriamiento adecuada,
permitiendo que el agua intracelular salga para que el proceso de congelacion
inicie extracelularmente, por medio de nucleos de hielo, y asi evitar que se formen
cristales dentro de la célula y ésta se dafie por efecto mecanico. (Watson, 1995).
Sin embargo, esto no garantiza la supervivencia de la célula, ya que la presion que
ejerce el crecimiento del hielo sobre la célula, provoca una deformacion que en

bajas temperaturas podria ser letal. (Mazur, 1984).

3.5.2 Efecto solucion

Como resultado del efecto anterior conforme aumenta la osmolaridad del medio
extracelular, debido a la formaciéon de cristales, el agua intracelular sale
(deshidratacion) para mantener la osmolaridad de la solucion donde esta
suspendida la célula. Al continuar el sobre- enfriamiento, mas moléculas de agua

se congelan y por lo tanto hay menor liquido y mayor osmolaridad por lo que se
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forman zonas o canales hiperosmolares causando el efecto solucion, que son
modificaciones del agua donde se encuentra suspendida la célula provocando que

la misma se encoja. (Watson y Duncan, 1988).

3.5.3 Estrés osmotico

Debido a las variaciones extremas de temperatura y osmolaridad a la que son
sometidos los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion se produce
un cambio drastico en el volumen celular lo que provoca un estrés osmatico.

Ademas, el adicionar un crioprotector (que puede ser permeable 0 no), provoca un
cambio en la concentracién de solutos intracelulares; lo mismo ocurre al congelar
la solucion o al descongelarla, provocando cambios en el volumen y por lo tanto

en la funcion celular. (Wessel y Ball, 2004).

3.6 ALTERACIONES ESPERMATICAS CAUSADAS POR EL

PROCESO DE CONGELACION- DESCONGELACION

Los espermatozoides que son sometidos a la congelacion y a la descongelacion,
debido a las fluctuaciones de temperatura, pueden sufrir modificaciones en la
organizacion de la membrana plasmatica, proceso similar a lo que ocurre
fisioldgicamente durante la capacitacién y en la reacciéon acrosomal, a lo que se le
conoce como criocapacitacion.

El dafio en la asimetria de la membrana, ha sido atribuido a la pérdida de
fosfolipidos y colesterol o fracciones de éstos, lo que hace que la membrana sea

mas permeable y que por lo tanto los iones que estan en el medio extracelular
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como el Ca** y el Na" entren a la célula. Esto ocasiona ademas cambios
osmoéticos, que al no ser regulados correctamente pueden dafiar a su vez otras

estructuras de la célula. (Watson, 1995).

Asi, se menciona que la resistencia que tienen los espermatozoides a la
congelacion depende en gran parte de la membrana, especificamente de la
concentracion de colesterol y de la relacion de acidos grasos poiliinsaturados vy
saturados. En algunas especies como en el humano o el conejo, la concentracién
de &cidos grasos y colesterol es muy elevada, lo que les da a los espermatozoides
una mayor resistencia al choque frio a diferencia de otras especies. Esta
tolerancia a la congelacion se ha visto también en los delfines. (Durrant et al.,
2000).

Por otra parte, ademas del dafio a la membrana, durante la criopreservacion se
pueden formar especies reactivas de oxigeno (ROS), que pueden tener efectos
toxicos y dafiar la funcionalidad de la célula. Los ROS reaccionan con los acidos
grasos, con los nucleétidos de DNA, proteinas y carbohidratos sustrayendo
electrones para mantener su estabilidad. (Machlin y Bendich, 1987; Baumber et

al., 2002).

Si bien los ROS cumplen una funcién importante en la fisiologia normal de algunas
células, el desequilibrio en su produccion se relaciona con diversas mutaciones,
infertilidad, anormalidades morfolégicas, disminucién en la movilidad y dafio en la

integridad acrosomal y de membrana. (Baumber et al., 2000).
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También se han encontrado dafios en el citoesqueleto, ya que las proteinas que
sostienen a la membrana plasmatica y acrosomal sufren una despolimerizacion y
repolimerizaciéon que dependen de la temperatura, provocando los cambios en el

volumen de las células espermaticas durante la congelacion. (Watson, 1995).

3.7 CRIOPROTECTORES

Durante la criopreservacion de semen, ademas de requerir una adecuada
velocidad de enfriamiento, se necesita la adicion de un medio que funcione como
protector para alterar el comportamiento fisico-quimico de las soluciones acuosas
donde ocurre la criopreservacion. (Boiso, 2001).

La principal caracteristica que se busca en los agentes protectores es la
capacidad para evitar que la célula sufra dafio por congelacion, pero sin ser toxico
para ésta. Estos sirven para mantener una mayor proporcion de agua en estado
liguido a bajas temperaturas lo que provoca tener una menor concentracion de
electrolitos y mantener la supervivencia celular durante el proceso. (Ya-Hui Li et al,
2005).

Sin embargo, se ha reportado que el uso de éstos produce dafios sobre algunas
estructuras tanto en la membrana como en el citoesqueleto de la célula. (Stornelli
et al., 2005).

Los crioprotectores se clasifican en dos grupos segun la permeabilidad de la
membrana a los mismos. En el primer grupo se encuentran las sustancias que
poseen bajo peso molecular o crioprotectores penetrantes, los cuales protegen a

la célula de lesiones causadas por una congelacion lenta; los mas usados de este
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grupo son: el glicerol, el etilenglicol y el DMSO. Estos son usados para remover el
agua intracelular, reemplazandola por el crioprotector durante el enfriamiento para
prevenir el choqgue osmético, interviniendo en la rehidratacién intracelular durante
la descongelacion y en la estabilizacion de membranas y proteinas. (Medina et al.,
2005). EIl otro grupo estd formado por sustancias de alto peso molecular o
crioprotectores no permeables que pueden actuar extrayendo el agua libre
intracelular, utilizando la diferencia de presiébn osmotica, sin penetrar la célula.
Estos son utiles en protocolos con velocidades de congelacion rapidas. La
rafinosa, la sacarosa y la trehalosa son algunos de los crioprotectores utilizados

exitosamente en este tipo de congelacion (Liu et al., 1998; Patist y Zoerb 2005).

3.7.1 GLICEROL

Es el crioprotector mas utilizado para la congelacion de células (Polge et al., 1949)
ya que penetra dentro de la célula espermatica evitando la formacion de hielo
intracelular y la concentracion de electrolitos. A pesar de su eficacia, puede
resultar toxico para los espermatozoides de algunas especies; por lo cual la
concentracion del glicerol debe ser baja y cuya tolerancia varia dependiendo la
especie (Clark et al., 2003).

Se ha comprobado que en el espermatozoide de gallo y caballo el glicerol
disminuye la fertilidad del semen (Hammerstedt y Graham, 1992; Squires et al.,
2004). También se ha visto que disminuye la movilidad y altera el potencial de

membrana mitocondrial (Ball y Vo et al., 2001).
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Existen muchas teorias que intentan explicar la causa de la toxicidad del glicerol;
la primera se relaciona con la accion osmoética ya que la introduccién y remocion
del mismo puede provocar grandes cambios en el volumen osmético. Se ha
demostrado que ésta toxicidad es especifica de cada especie, por ejemplo se ha
visto que los espermatozoides de raton son mas sensibles en este punto que los
espermatozoides de humano. (Noiles, 1997).

Otros autores atribuyen, los efectos téxicos del glicerol a que afecta la
polimerizacion de actina, la cual es esencial para que las células esperméticas
lleven a cabo sus funciones normales (Liu et al., 1999).

En caso de espermatozoides de carnero, macho cabrio, verraco y toro, se ha
observado que el espermatozoide es incapaz de metabolizar el glicerol. (Johnson,

1985).

Debido a esto, se sugiere utilizar concentraciones bajas en glicerol, para que al
momento del descongelado se tenga un mayor numero de espermatozoides
viables. En el caso del delfin se ha reportado la utilizacion al 4% de glicerol,
empleando el método de pastila que cominmente se utiliza en caninos;
observando una movilidad total del 60% y una movilidad progresiva de 5 posterior

al descongelado (Robeck y O Brien; 2006).

3.7.2 TREHALOSA

Algunos azucares se han utilizado como crioprotectotes no permeables, ya sea

solos 0 en combinacion con algun crioprotector permeable. (Lillford y Holt, 2002).
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La trehalosa tolera una alta temperatura de transicion, asi como un alto punto de
fusion en solucion; es un disacarido no reductor de glucosa (a- D- glucopiranosil
(1> 1)-a-D-glucopiranosa) lo que le brinda una estructura muy estable (Chen et
al., 2000). Este azucar se ha encontrado en altas concentraciones (80-90%) en la
hemolinfa de insectos (Polypedilum vanderplanki), produciéndose en otros
organismos de forma natural como una repuesta al estrés, la deshidratacion y los
cambios osmoticos. ( Leslie et al., 1995; Cerrui et al., 2000).

Wigger describio la trehalosa por primera vez en 1832, como un azlcar que
estaba presente en el centeno (Claviceps purpurea). Posteriormente fue aislado
en las pupas o capullos de los escarabajos (Larinus mucalata), a los cuales
comunmente se les llama “trehala” y de ahi recibi6 su nombre por Bertelot.

(Gutiérrez-Pérez, 2009).

Existen varias teorias para explicar el mecanismo por el cual la trehalosa estabiliza
diversas biomoléculas:
a) Formacion de puentes de H con proteinas y fosfolipidos reduciendo asi la
cantidad congelable de agua. (Rudolph y Crowe, 1985).
b) Formacion de una capa que atrapa las moléculas de agua cercanas a la
superficie biomolecular (Patist y Zoerb, 2005).
c) Alta viscosidad, lo que estabiliza macromoléculas envolviéndolas para

mantener su conformaciéon. (Sampedro et al., 2002).

Ya sea por accion de uno o de los tres mecanismos, los beneficios de la adicion

de trehalosa se observan en la disminucion de fosfolipidos separados, lo que evita
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la fusién de la bicapa lipidica de la membrana, ademas de estabilizar la estructura
de las proteinas (Gutiérrez-Pérez, 2009).

Por estas propiedades se ha utilizado para la preservacion de células, por ejemplo
de células de 6rganos para transplantes (Chen et al., 2004; Sasnoor et al., 2005),
en células de la piel (Erdag et al., 2002), en la criopreservacién de ovocitos

humanos (Eroglu et al; 2002) y en embriones de rata (Honadel et al., 1988).

En el caso de los espermatozoides, los beneficios dependen de la especie. En los
bovinos, la movilidad y la viabilidad no han presentado mejoras significativas.
Chen et al., 1992; Foote et al., (1997) quienes utilizaron concentraciones de 67mM
y 100mM de trehalosa respectivamente en medios a base de leche descremada,
observaron que ésta combinacion tiene un efecto detrimental en el
espermatozoide (Bakas y Disalvo, 1991). Lo anterior puede contradecir lo
mencionado por Ainsen et al., 2000, 2002 y 2005 quienes reportan buenos
resultados en espermatozoides de carnero a una concentracion de 100mM.
Woelders et al; (1997) mencioné mejoras significativas tanto en viabilidad como en
integridad al emplear una concentracion de 200mM utilizando un diluyente a base
de tris-yema de huevo. En el ciervo rojo ibérico se observo una disminucion en la
movilidad, pero sin dafar la integridad de membrana (Fernandez-Santos et al.,
2007). En otro estudio empleando espermatozoides de gacela africana, se
observo que los diluyentes que tenian trehalosa mostraron porcentajes menores
de viabilidad, movilidad e integridad acrosomal (Garde et al; 2002), iguales
resultados fueron obtenidos en un estudio con semen de garafién (Squires et al.,

2004).
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Por otra parte, en el semen de carneros se alcanzé un mayor porcentaje de
movilidad y de fertilidad al descongelado, sin alteraciones en la membrana (Aisen
et al., 2005; Bucack et al., 2007); lo mismo fue observado en los espermatozoides
de machos cabrios (Aboagla et al., 2004) y en muflones europeos donde ademas
se observGO un incremento en el porcentaje de embriones obtenidos por
fertilizacion in vitro (Berlinguer et al., 2007). En el caso de los ratones se
encontraron resultados similares (Sztein et al., 2001).

En el perro sucede lo mismo, aumentando el porcentaje de viabilidad y movilidad
al adicionar trehalosa al medio de congelacién (Yildiz et al., 2000) y en el caso del
conejo la adicion de trehalosa y metil celulosa aumenta el numero de
espermatozoides vivos con acrosoma intacto (Dalimata y Graham, 2008).

No existen referencias acerca de la adicion de trehalosa a los medios de

criopreservacion en el semen de delfin.

V.- HIPOTESIS

La adicidon de trehalosa a un medio a base de Triladyl* garantizara una mejor
viabilidad e integridad en el semen criopreservado del delfin nariz de botella

(Tursiops truncatus) que un medio a base solamente de Triladyl *.
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V.- OBJETIVOS

5.1 Objetivo General:

Comparar la capacidad crioprotectora de la combinacion Trehalosa-Triladyl con la
de un medio de congelacién a base de Triladyl, en el semen del delfin nariz de

botella (Tursiops truncatus).

5.20bjetivos Especificos:

» Valorar microscopicamente la movilidad, la integridad de membrana y del
acrosoma de los espermatozoides de delfin antes y después del proceso de
congelacion (mediante diversas técnicas macro y microscopicas) para
comparar el efecto de la adicion de diferentes concentraciones de trehalosa
(25Mm, 50Mm y 100Mm) al medio de crioconservacion a base de Triladyl
sobre los parametros antes mencionados.

» Comparar los resultados obtenidos de los diferentes parametros evaluados,
en los medios de congelaciébn para determinar cual es el que mejor

mantiene la viabilidad de los espermatozoides del delfin nariz de botella.

VI.- MATERIAL Y METODOS

Este estudio se realizé en las instalaciones de Dolphin Discovery México, en el
poblado de Puerto Aventuras y la isla de Cozumel, ubicados en el estado de

Quintana Roo, México. Durante los meses de Julio del 2009 a Agosto del 2010.
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6.1 Sujetos de estudio

Se utilizé el semen de 2 animales (Tursiops truncatus) entre 17 y 20 afios de edad,
con fertilidad probada, ambos, son los machos reproductores de cada locacion.
Los animales presentaban buena condicion corporal y se observaron fisicamente

sanos. (Cuadro 2).

Cuadro 2. Sujetos de estudio

Nombre | Especie Locacion Jerarquia Peso Edad

Kich Tursiops Puerto Aventuras | Macho a 172 Kg | 20 afios
truncatus

Titan Tursiops Cozumel Macho a 166 Kg | 17 afios
truncatus

6.2 Obtencidn y procesamiento de las muestras

Para la coleccion del semen los animales fueron separados en encierros
(holdings) un dia antes y trabajados durante una sola sesion por aproximacion y
exposicion de pene voluntaria, previo entrenamiento mediante condicionamiento
operante.

La recoleccion fue realizada durante la principal temporada reproductiva que
abarca el periodo de noviembre a junio para los delfines en el Caribe Mexicano.

Se tomaron 4 eyaculados por macho, el semen fue colectado una vez cada tercer
dia utilizando la técnica de mano enguantada y vagina artificial. Los eyaculados

obtenidos se llevaron inmediatamente al laboratorio que se encontraba dentro de
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las instalaciones del delfinario. Se evaluaron macroscopicamente tomando en
cuenta el volumen y el color (cualquier cambio en la coloracion es indicativo de
semen de mala calidad, lo cual fue motivo de eliminacion).

Posteriormente el eyaculado se dividia en 5 alicuotas; se tomaba una para su
evaluacion en fresco tomando en cuenta la movilidad (movimiento en masa (MT) y
el movimiento individual (MPr), ademas del célculo de Ila concentracidon
espermatica del eyaculado. Las 4 alicuotas restantes se utilizarron para
congelacion con Triladyl (control) y Triladyl + Trehalosa (25mM, 50mM y 100Mm)

respectivamente.

6.3 Movilidad total

Para la evaluacion de la movilidad total se colocé una gota de semen en un
portaobjetos limpio, seco y a 37°C, y se observdé en un microscopio de luz
(Olympus Cx21) a un aumento total de 10X. La valoracion final se basoé en el vigor

0 potencia de las ondas espermaticas.

Se valoro en un rango de 0 a 5 (Cuadro 3). Los eyaculados que obtuvieron una

calificacion menor a 3 fueron desechados.
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Cuadro 3. Valores para la evaluacion de la movilidad espermatica en masa.

Valor | Clase Descripcion

5 Muy buena | Ondas y remolinos con movimientos muy rapidos.

4 Buena Movimiento vigoroso, pero las ondas y remolinos no son
rapidos.

3 Regular Ondas con movimiento lento.

2 Pobre No se aprecian ondas, pero si hay movimiento en la
muestra.

1 Muy pobre | Movimiento muy ligero

0 Muertos Sin movimiento

Adaptacion de Salamon et al 1990.

6.4 Movilidad progresiva

Se utiliz6 una gota de semen diluida en una gota de solucién salina fisiol6gica
(SSF) sobre un portaobjetos, limpio, seco y a 37°C; se cubrié con un cubre objetos
y se observé al microscopio de luz (Olympus Cx21) a un aumento total de 40X.
Se observaron varios campos y se valoré subjetivamente el porcentaje de

espermatozoides moéviles en un rango de 0 a 100%; los eyaculados con un

porcentaje menor al 60% fueron desechados. (Evans y Maxwell et al; 1987).

Unicamente las muestras con adecuada movilidad (>70%) se utilizaron para la

congelacion (Salamon et al., 1990).
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6.5 Concentracién del eyaculado

La concentracién espermatica se calculd mediante la dilucién de 25ul de la
muestra en 500ul de Triton al 0.1% en solucion salina (154mM). Se deposité una
gota sobre un hematocitometro (cdmara de Neubauer) y se evaluaron 5
cuadrantes de la cAmara. El numero de células se determina médiate la férmula:
(FD x No. de células esperméticas x 10,000 x 5). Donde FD es el factor de
dilucion (21); No. es el numero de células contadas en los 5 cuadrantes de la
camara; 10, 000 dado por la dimension de la camara, y 5 el nimero de

cuadrantes contabilizados.

Solo después de realizadas las valoraciones anteriores se tomaron las 4 alicuotas
restantes y se procesaron para su congelacion en los diferentes medios (Triladyl y
Triladyl-trehalosa (25,50 y 100Mm).

En total se colectaron de 8 eyaculados; cuatro por cada delfin, para un total de 20
alicuotas por delfin; 16 para evaluacion postcongelacion y 4 para evaluacion de

semen en fresco.

6.6 Proceso de congelaciéon y descongelacion de semen

A las alicuotas empleadas para el proceso de criopreservacion, se les dio un
tiempo de equilibrio de 5 minutos a temperatura ambiente, después de este tiempo
la concentracién final de las muestras fue ajustada a 400x10° células/ml

adicionando a cada una de las muestras los medios correspondientes.
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La dilucion del semen se realizard mediante el método de un paso, es decir los
diluyentes utilizados fueron adicionados con el crioprotector adecuado (Triladyl y

Triladyl-Trehalosa). Esta ultima a las concentraciones de 25mM, 50mM y 100mM.

6.7 Preparacion de los diluyentes

6.7.1 Diluyente Triladyl

Tris 4.369

Glucosa 0.6g

Acido citrico 2.38g

Glicerol 4%

Agua bidestilada 76mi

Yema de huevo 3%

Penicilina/estreptomicina como antibiético (de acuerdo a la directiva 88/407 de la

Union Europea). Triladyl *

* Triladyl® Minitube afiadido con glicerol, tris, &cido citrico, fructuosa y antibiéticos

6.7.2 Diluyente control adicionado con Trehalosa

Triladyl 20%

Yema de huevo 20%

Agua bidestilada 60%

Trehalosa 25, 50, 100mM

Los diluyentes fueron utilizados a una temperatura de 21°C, realizdndose una

dilucién a razon 1:1 en todos los casos. Posteriormente las muestras fueron
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equilibradas durante 1 hora dejando que la temperatura descendiera
paulatinamente hasta llegar a los 5°C; posteriormente el semen fue envasado en
forma manual en pajillas francesas de 0.5 ml a una concentracion final de 200 x
10° por dosis y selladas con alcohol polivinilico.

Enseguida las pajillas fueron expuestas a vapor de nitrdgeno a una distancia de
5cm durante 12 minutos y se sumergieron en nitrdgeno liquido para su
conservacion y posterior evaluacion.

Se obtuvieron 4 pajillas por tratamiento; para un total de 16 pajillas por eyaculado.

La descongelacion del semen se realizd utilizando el protocolo propuesto por
Squires et al., (2004), para esto las muestras fueron expuestas a bafio Maria a
una temperatura de 37°C durante 30s, una vez descongeladas se evalud la

movilidad, la integridad del acrosoma y la integridad de la membrana plasmética

6.8 EVALUACION DE LAS MUESTRAS.

Para la evaluacion de todos los tratamientos, las muestras fueron ajustadas a una
concentracién de 35 x 10° espermatozoides/ml. Estas evaluaciones se realizaron

antes del proceso de criopreservacion y después de la descongelacion del semen.

6.8.1 Evaluacion de la integridad de membrana

Esta evaluacion se realizé mediante la tincidn de eosina-nigrosina (Selles, Gadea
Matas et al 2003). La muestra de semen fue diluida 1:2 (semen: colorante

respectivamente) mezclando perfectamente.
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La tincidn de eosina-nigrosina contenia eosina 0.167g, nigrosina soluble 1g, citrato
de sodio 0.29g y agua destilada cbp 10ml. El semen fue incubado en este
colorante durante 5 min a 37°C y se realizaron frotis que se dejaron secar al aire y
ya secos se les aplicd resina para montar con cubreobjetos. Posteriormente se

evallio en un microscopio a un aumento de 100x contabilizando 200 células.

Interpretacion: Las células con membrana plasmatica alterada, se tifien con el
colorante, ya que este penetra al interior de la misma =Muerto
Las células con membrana intacta no permiten la penetracion del colorante y por

lo tanto no se tifien =Vivo

6.8.2 Evaluacion de la membrana plasmatica y del acrosoma.

Se realiz6 mediante la prueba hiposmaética en combinacion con la prueba de azul
de coomassie descrita por Rodriguez et al 1997, Larson y Miller et al 1999.

La prueba consto de 2 frotis:

Frotis Testigo: Se tomaron 100 ul de semen + 100 ul de paraformaldehido al 4%,
se fij6 la muestra por 10 min a temperatura ambiente, se lavé la muestra 2 veces
con PBS a 2500rpm durante 3 min y reconstituyé en 100 ul de cloruro de amonio

(50 mM en PBS) y por ultimo se realiz6 un frotis con 20ul y se dejo secar al aire.

Frotis Prueba: Se tomaron 100ul de semen + 100ul de solucién hiposmatica (0.5ml
de citrato de sodio al 1.46% y 0.5 ml de fructosa al 2.7%) se incubaron por 60 min

a 37°C, pasado ese tiempo se agregaron 200 ul de paraformaldehido al 4% vy se
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fij6 la muestra por 10 min a temperatura ambiente, se lavo la muestra 2 veces con
PBS a 2500rpm durante 3 min y reconstituyé en 100 ul de cloruro de amonio (50

mM en PBS) y por ultimo se realiz6 un frotis con 20 ul y se dejo secar al aire.

Se sumergieron los frotis (ya secos) en azul de Coomassie (Azul de Coomassie
0.55gr, 12.5ml de metanol, 2.5ml de acido acético y 125ml de agua destilada cbp)
durante 10 a 15 min a temperatura ambiente, pasado ese tiempo se lavaron con
agua destilada para remover el exceso de colorante, se dejaron secar y se
cubrieron con resina y un portaobjetos. Se evaluaron 200 células por laminilla en

10 campos en un microscopio a un aumento de 100x.

Interpretacion:
Colas enrolladas (positivos=vivo)
Colas rectas (negativo=muerto)
Porcion acrosomal tefiida de azul (espermatozoide con acrosoma)

Porcion acrosomal sin tefiir (espermatozoide sin acrosoma)

VIl.- ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa estadistico JMP 9
realizando un analisis de varianza en donde las muestras cumplieron los
supuestos de las pruebas. En aquellas variables que por el tipo de comparacion
no se cumplen los supuestos de ANOVA se utiliz6 un analisis no paramétrico

mediante la prueba Kruskal Wallis que es un equivalente de ANOVA.
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VIIl.- RESULTADOS

8.1 Evaluacion de la movilidad

En promedio la movilidad progresiva en los eyaculados recién obtenidos fue de
78.75% 2.45%.

La movilidad progresiva (MP) en los eyaculados al descongelado en los 4 grupos
(Triladyl, T-25mM, T-50Mm, T-100mM), se muestra en la Grafica 1, donde se
puede observar una diferencia, aunque no significativa (P=0.05) a favor de los
diluyentes en los que se adicion6 trehalosa (T-25mm y T-50mM), siendo los
porcentajes de 46.25+4.19% y 45+1.88% respectivamente, mientras que en los
otros tratamientos (T-100mM y T) la movilidad fue de 40.62+3.59% y 40+2.31%

respectivamente.
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Grafica 1. Porcentaje promedio de la movilidad obtenida en el semen criopreservado de delfin
utilizando Triladyl solo o adicionado con trehalosa.

Literales diferentes indican diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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Por otra parte, tampoco existio diferencia significativa (P=0.05) entre machos al

evaluar la movilidad en el semen criopreservado (Cuadro 4).

Cuadro 4. Porcentaje promedio de la movilidad obtenida por macho y tratamiento

al descongelado del semen criopreservado de delfin.

Macho Triladyl T-25mM T-50mM T-100mM

Kich 43.75+£2.39%b  52.5+4.33%b 48.75+1.25%b 46.25+4.73%b

Titan  36.25+3.14%b  40+6.12%b  41.25+2.39%b  35+4.08%b

Medias * error estandar

Literales diferentes indican diferencia estadistica significativa (P<0.05).

8.2 Evaluacion de la Integridad de la membrana plasmatica

En la gréfica 2 se muestra el porcentaje de espermatozoides vivos, evaluados
mediante la prueba de eosina-nigrosina. Los medios adicionados con trehalosa (T-
25mM y T-50mM) presentaron el mayor porcentaje de células vivas en
comparacion con el diluyente control (Triladyl) y el grupo adicionado con100mM de
trehalosa (T-100mM), encontrandose una diferencia significativa (P<0.05) entre
cada uno de los grupos. Por otra parte no se encontré diferencia significativa

(P=0.05) al hacer la comparacion entre machos. (Cuadro 5).
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Grafica 2. Porcentaje promedio de la viabilidad de los diferentes tratamientos.

Literales diferentes indican diferencia estadistica significativa (P<0.05).

Cuadro 5. Porcentaje de espermatozoides viables por macho y tratamiento

después del proceso de descongelado (Tincién de Eosina-Nigrosina).

Macho  Triladyl T-25mM T-50mM T-100Mm

Kich 25.60 + 0.40%d 42.18+0.51%c 44.24+0.51%b 19.17+0.44%e
Titan 28.13+0.46%d  31.10+1.17%c 36.78+1.29%b  15.99+0.91%e
Media 26.87+0.39%d  36.64+1.31%c 40.51+1.03%b  17.58+0.59%e

Medias * erros estandar

Literales diferentes indican diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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8.3 Evaluacion de la integridad acrosomal mediante Azul de

Coomassie.

En el Cuadro 6 se puede observar que aunque el porcentaje de viabilidad
espermatica fue mayor en  T-50mM, sin embargo en este medio los
espermatozoides vivos con acrosoma integro fue menor que el medio T-25mM
(P<0.05). Estadisticamente ambos tratamientos con trehalosa (P<0.05) fueron
superiores al grupo control, a diferencia del medio T-100mM donde tanto el
porcentaje de viabilidad y la integridad acrosomal fueron menores. En la Fig. 5 se

pueden observar espermatozoides de delfin tefiidos con azul de Coomassie.

Cuadro 6. Porcentaje de espermatozoides viables y con acrosoma integro (Al) en
el semen criopreservado de delfin con acrosoma integro (Al) por tratamiento al

descongelado.

Tratamiento %Viabilidad % Al Vivos

Triladyl 26.75+0.47%d 35.02+0.73%c
Triladyl-25mM 33.16+1.85%c 44.28+1%b
Triladyl-50mM 36.81+1.07%b 35.39+1.50%c

Triladyl-100mM 15.71+0.47%e 29.8+1.97%d

Medias * erros estandar

literales diferentes indican diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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Fig. 5 Espermatozoide de delfin nariz de botella (Tursiops truncatus) tefiido con la técnica de Azul

de Coomassie.

IX.- DISCUSION

La hipétesis de este trabajo indicaba que la adicién de trehalosa en un medio a
base de Triladyl* mejoraria la viabilidad e integridad en el semen criopreservado a
diferencia de un medio a base solamente de Triladyl. Los resultados mostraron
que la movilidad del grupo control (Triladyl) fue menor a la de los grupos
adicionados con trehalosa 25mM y 50mM. Sin embargo el medio adicionado con
la mayor concentracion de trehalosa (T-100mM) presentd un porcentaje de
movilidad considerablemente menor que el grupo control. Adicionalmente los
resultados no superaron a los de otros autores de manera importante el porcentaje
de movilidad en los grupos tratados no presenta diferencias significativas (P=0.05)
con el control. En delfines se reporta que el uso de glicerol en bajas
concentraciones (4%) mantiene movilidades hasta del 60% (Robeck y O’Brien,

2006), lo que difiere con las movilidades obtenidas en este estudio.
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Diversos estudios sugieren que el efecto crioprotector que tiene la trehalosa se ve
afectado por la osmolaridad total del medio. Ainsen et al., 2002 menciona que la
crioproteccion ofrecida por la trehalosa en espermatozoide de carnero dependi6
de la concentracion de esta; ya que al utilizar concentraciones de 200 y 400mM la
movilidad disminuy6 y la membrana perdié su permeabilidad. Saragusty et al.,
2009 encontraron aumentos significativos en viabilidad e integridad acrosomal en
espermatozoides de elefante pero una ausencia total de movilidad. En este
estudio observamos que en el caso del diluyente T-100mM hubo una disminucién
en los parametros observados e incluso la integridad acrosomal y la viabilidad
fueron menores que el grupo control, lo cual probablemente esté relacionado a su
alta concentracion provoco un medio hiperosmotico para la célula. (Chen et al.,

2000 y 2002).

Por otra parte la adicion de trehalosa no causo el efecto detrimental sobre la
movilidad reportada por otros autores (Saragusty et al; 2009), mencionandose, por
ejemplo que en los espermatozoides criopreservados de elefante, en donde existié
una mejor viabilidad e integridad acrosomal de la célula pero estos fueron
inmoviles, resultados similares fueron obtenidos por Gutiérrez Pérez 2009 en
espermatozoide de cerdo; éste ultimo autor lo atribuye a la posible viscosidad del
medio dada por la trehalosa. Molinia et al., (1994) sugiere que la crioproteccion
gue ofrece la trehalosa depende de su concentracion en la solucién diluyente, esto
Koshimoto y Mazur (2002) lo interpretan como efecto dependiente de la masa de
azucar, donde se forma una pelicula protectora sobre la membrana plasmatica

evitando asi su deshidratacion. También refieren que la proteccion es dependiente
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de la molaridad, y mencionan una propiedad coligativa la cual depende del nimero
de moles presentes y no del tamafio o naturaleza quimica de la misma, es decir la
concentracion de azlcar presente en la porcion no congelada evita que las sales
excedan su solubilidad, se congelen y se precipiten (punto eutéctico) proveen
cambios en la osmolaridad y encogimiento de la célula. (Koshimoto y Mazur,

2002).

Por otra parte, estudios previos donde no se encontraron mejoras en la viabilidad
de espermatozoide de caballo (Squires et al 2004) o de gacelas (Garde et al.,
2002) en los que emplearon concentraciones de 9mM y de 100mM
respectivamente, difiere con los resultados del presente trabajo, ya que el nimero
de espermatozoides viables fue considerablemente mejor en 2 de los diluyentes
adicionados con trehalosa (T-25mM y T-50mM) que en el grupo control, lo que
concuerda con estudios en donde la viabilidad se ve mejorada en el
espermatozoide de ratdn, conejo, carnero y perro. (Aboagla et al., 2000 y 2004,
Aisen E.G et al., 2002, Bhur M. et al., 2001). En el caso del diluyente (T-100mM) si
se observo un efecto detrimental en la viabilidad lo cual podria deberse a el
incremento en la osmolaridad del medio. A este respecto, algunos autores han
observado que cuando el espermatozoide es sometido a medios hiperosmolares la
membrana se mantiene intacta, pero al ser sometida a un proceso de congelacion
descongelacion la célula no tiene la capacidad para mantener su integridad.
(Pommer et al., 2002). Ainsen et al., 2002 mencionan que la criporoteccién de un
diluyente adicionado con trehalosa es dependiente de la molaridad y que al utilizar

concentraciones hiperténicas la célula pierde la permeabilidad.
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En el caso del delfin no existen referencias sobre el uso de trehalosa en el medio
de congelacién. La mayoria de los trabajos que se han publicado sobre
congelacion de semen son mediante el método de pastilla el cual ha estado sin
cambios por mas de 25 afios, sin embargo el uso de pajillas proporciona mayores
ventajas al tener condiciones estériles al momento de empaquetar la muestra,
evitando contaminacion de la misma durante el almacenamiento asegurandonos
su integridad. En este estudio se encontré que la trehalosa presenta una mejora
en la integridad acrosomal en comparacion con el medio control, con excepcién de
T-100mM donde los resultados fueron significativamente menores a otras 2

concentraciones ensayadas (T-25mM y T-50mM).

El crioprotector T-25mM presenté un porcentaje mayor de espermatozoides con
acrosoma integro al de los demas tratamientos, donde se infiere que la trehalosa
presenta su efecto benéfico al mantener la integridad acrosomal al momento de la
criopreservacion, lo cual concuerda con los trabajos de Gutiérrez Pérez., 2009 con
espermatozoide de cerdo y Ramirez Vega., 2008 con espermatozoide de caballo.
Es importante hacer notar que aunque T-50mM presenté una mayor viabilidad que
T-25mM, los espermatozoides con acrosoma integro fue significativamente menor
(P<0.05) a T-25mM.

Se ha sefalado que la trehalosa en altas concentraciones puede resultar toxica
para la célula, esta toxocicidad esta relacionada con el estrés osmotico y la
reducida tolerancia que presentan algunos espermatozoides, similar a la tolerancia

congelacion-descongelaciéon especifica de cada especie (Watson, 1995).
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Asi los resultados obtenidos en este estudio presentan una tendencia positiva a
los tratamientos adicionados con trehalosa, sin embargo es importante
incrementar tanto el nimero de machos como el numero de eyaculados para
encontrar la concentracion 6ptima de trehalosa que mantenga la viabilidad e
integridad del espermatozoide de delfin, ademas de que seria conveniente
mantener una osmolaridad fisiolégica al manejar las diferentes concentraciones de
trehalosa. La diferencia entre las dos técnicas utilizadas para la evaluacion, en el
caso de T-50 mM en porcentaje de viabilidad hay salido mayor aunque
estadisticamente esta diferencia no es significativa (P=0.05), pudo deberse a un
error humano ya sea al momento de manipular la muestra o a un error en el

conteo.

X.- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion, indican que la trehalosa tiene la
capacidad para estabilizar la membrana del espermatozoide y mantener su
integridad acrosomal siempre y cuando no se sobrepase la tolerancia osmética de

la célula como se pudo observar en T-100mM.

En comparacion con otros trabajos la trehalosa en altas concentraciones aumenta

el dafio causado por la criopreservacion.

Es necesario seguir esta linea de investigacion incrementando el niumero de

machos, asi como el niamero de eyaculados por macho para encontrar una
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concentracion optima de trehalosa para mantener la osmolaridad de la célula y por

ende la viabilidad de la misma.

Tomando en consideracion que la criporeservacion afecta de manera importante la
integridad y viabilidad de los espermatozoides seria conveniente ensayar un
diluyente con crioprotectores tanto permeables como no permeables, en este caso
a base de un menor porcentaje de glicerol (Triladyl) y con una concentracion de
25mM de trehalosa para mantener un elevado numero de células integras y

viables.
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