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1. RESUMEN

El impacto del macho sobre la fertilidad y la genética ha hecho que se ponga mayor
énfasis en la evaluacion de los sementales llevando a cabo investigaciones para
evaluar el potencial reproductivo de éstos, siendo la formacion de espermatozoides, la
capacitacion espermatica y la fertilizacion las mas importantes. Por esta razon los
estudios de fertilidad in vitro son muy valiosos, ya que al desarrollar pruebas objetivas
nos permitiran estimar la probabilidad de que los espermatozoides sean capaces de
fertilizar un ovocito. Este trabajo se llevd a cabo para evaluar indirectamente la
capacidad de fertilizacion in vitro de los espermatozoides de 10 machos caprinos
jévenes, por medio de una técnica que induce la capacitacion espermatica y la
reaccion acrosomal en espermatozoides de caprino, utilizando un medio especial de
cultivo (TALP) adicionando de Progesterona como factor inductor de la reaccion
acrosomal. La incubacion de los espermatozoides caprinos se llevd a cabo en un
medio TALP adicionando 2 upg/mL de Progesterona (Grupo Experimental) y otra
muestra (Grupo Testigo) sin progesterona, durante 4 horas a una temperatura de 38°C
y a una atmodsfera de 5% de CO,, evaluando la motilidad masal, motilidad progresiva,
estado de capacitacion espermatica (por medio de la prueba de CTC) y la integridad
del acrosoma (empleando Lectina-PSA). Hubo diferencias significativas (P<0.05) en la
motilidad progresiva entre machos, con y sin Progesterona; la incubacion con
progesterona reveld de forma mas clara las diferencias entre machos. En cuanto a la
integridad del acrosoma, no hubo diferencias significativas entre machos
independientemente de la presencia de Progesterona; los valores de cada macho
estuvieron menos dispersos cuando se utilizd la incubacion con Progesterona. En
relacion al estado de capacitacion, hubo diferencias significativas (P<0.05) entre
algunos machos en la proporcién de espermatozoides capacitados (Patrones B+AR)
cuando se incubaron sin Progesterona. En conclusién, se detectaron algunas
diferencias en la respuesta de los espermatozoides de distintos machos para llevar a
cabo los procesos de capacitacion espermatica y reaccion acrosomal in vitro.



2. INTRODUCCION

La importancia socio-econdmica de los pequefios rumiantes es ampliamente
reconocida a nivel mundial. La cabra es la especie de ganado doméstico que en afnos
recientes ha tenido el crecimiento mas significativo a nivel mundial en cuanto a niumero
de animales, lo que se atribuye principalmente al crecimiento de la poblacion humana

en paises en desarrollo (Boyazoglu et al., 2005).

Los caprinos son considerados una especie sociable, de temperamento vivaz,
caracterizado por una movilidad y excitabilidad marcadas. Desde el nacimiento
establece jerarquia; y en su madurez forman rebafos con estructuras jerarquicas muy
fuertes y relativamente estables. Sus caracteristicas de tamafo pequeno, docilidad,
rusticidad, habitos de pastoreo y adaptacion, pero principalmente su capacidad de
producir leche, carne, piel, fibra y abono entre otros, son las que la hacen de gran

importancia para el hombre (Mellado, 1997).

Sin embargo, la atencion que reciben los caprinos es muy diferente en paises
industrializados, comparada con los llamados del “tercer mundo”, siendo el caso de
estos ultimos en donde ha habido un aumento continuo y rapido en poblaciones y
productos de la cabra, especialmente entre los mas pobres (lfiiguez, 2004). Este punto
de vista es reforzado por la gran resistencia de este animal a condiciones dificiles,
como a temperaturas excesivas, alimentacion insuficiente, capacidad de caminar

largas distancias, el sobrevivir a las sequias, entre otros (Ifiguez, 2004).

Devendra y Burns (1983) senalan que aparte de estas ventajas, los caprinos
presentan un alto potencial reproductivo, menor susceptibilidad a contraer
enfermedades infecciosas, asi como un bajo costo de produccion inicial. Siendo que
mas del 50% de la produccion caprina se encuentra en las regiones rurales mas
marginadas que se especializan en la produccion de carne con ganado criollo, las
cuales dependen del pastoreo en agostaderos naturales y esquilmos agricolas,

principalmente el maiz ( FAO, 2012).



Los sistemas de produccion regionales son heterogéneos, con rezagos tecnoldgicos y
de sanidad, y con poca o nula organizacion e integracidon. Asi pues, la caprinocultura
genera anualmente cerca de 43,000 toneladas de carne y mas de 160 millones de
litros de leche caprina (SAGARPA, 2011), mas del 70% es producido en los sistemas
extensivos de produccién de las zonas aridas y semiaridas y aproximadamente el 25%
es producida en los sistema intensivos de produccion de leche de cabra (SAGARPA,
2011).

Mellado (1997) ha resaltado el enorme potencial que implica lograr un incremento de
la produccion de leche por cabra y por hectarea en los hatos de cabras explotadas
bajo condiciones extensivas en México, sin que esto implique ningun riesgo de atentar
contra la estabilidad de los agostaderos. Una alternativa para lograrlo es la
implementacion de programas serios de mejoramiento genético en base a las
condiciones existentes en nuestros sistemas de explotacion y a las condiciones que
debe reunir la cabra ideal para dichos sistemas de produccion y a la implementacién
de las tecnologias reproductivas que permitan un mejoramiento genético acelerado
(Mellado,1997).

Uno de los puntos mas importantes en la producciéon de cualquier especie, es su
reproduccion, resulta facil entender que no solo depende la perpetuacién de la especie,
sino que ademas debe representar un beneficio para el productor. Este beneficio se
obtendra solo cuando exista un buen manejo reproductivo que se traduzca en una

elevada eficiencia (Arbiza, 1990).

Los machos son el punto de referencia en cuanto a la mejora de una ganaderia ya que
al aparearse con varias hembras su presion de seleccion ha de ser mucho mayor que
para una hembra. Un macho mal elegido en una ganaderia puede llevarla a un retraso
selectivo y a un estancamiento en cuanto a los valores productivos y que luego se

necesiten varias generaciones para subsanar el error (Arbiza, 1990).



3. REVISION DE LA LITERATURA

El buen funcionamiento reproductivo del rebafio se puede considerar como la suma
de las diferentes actitudes tanto del macho como de la hembra para manifestar su
capacidad reproductiva (Foote, 2003). Existen diversos factores ambientales y
genéticos sobre el macho y la hembra, que se reflejan en las distintas etapas
fisiologicas, ademas el hombre influye para optimizarlas en forma de fertilidad,
prolificidad y porcentaje de procreo, traduciéndose en ganancias para el productor,
mejores posibilidades de mejoramiento genético y de reposicion del rebafio (Arbiza,
1990). Sin embargo, es importante definir la capacidad sexual y de servicio asi como
la habilidad del macho para atraer a una hembra, inseminarla y dejarla gestante
(Fowler, 1984; Mc Donald, 1991; Hafez, 2000).

El productor esta interesado en la manera de manejar los animales y su entorno para
conducir a una alta probabilidad de éxito reproductivo, esencial para una produccién
eficiente. A menudo, se estan midiendo valores para poder estimar otros, como la
motilidad espermatica que tiene una correlacion con la fertilidad. En este contexto, se
enfrenta la necesidad de obtener estimaciones precisas en ambas variables, con un
minimo de errores, si se quiere establecer una relacion verdadera (Foote, 2003).
Ademas, cualquier prediccion de la fertilidad debera incluir un conjunto adicional de los

errores ambientales (Oltenacu et al., 1980; Aman, 1989).

La capacidad reproductiva de los animales que son utilizados como sementales en los
programas de empadre, puede ser evaluada generalmente por pruebas directas por
ejemplo, el numero de servicios que realiza un macho para dejar gestante a una
hembra, e indirectas como el examen de los genitales externos y las caracteristicas
microscoépicas Y fisicoquimicas del semen (Nwakalor y Enzinma, 1989; Galina et al.,
1990; Laing y Brinley, 1991). Sin embargo, hay elementos que no han sido
mencionados, pero que estan presentes en el apareamiento y que pueden interferir
con la capacidad reproductiva del macho. Por ejemplo, el cortejo, que es una forma de

atraer a la hembra y esta directamente relacionado con la libido del animal y es
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evaluado en relacion al tiempo que transcurre desde que el animal esta en contacto
con la hembra y realiza la primera monta con servicio (Nwakalor y Enzinma, 1989; Mc
Donald, 1991).

Considerando que en un programa reproductivo un macho puede servir a 25 hembras
y su capacidad de servicio depende de su habilidad para prefiarlas, se puede conocer
el potencial del macho como semental, antes de ser introducido a los programas de
empadre, para facilitar el desarrollo y manejo estratégico de los programas

reproductivos del rebafo y mejorar la fertilidad (Mc Donald, 1991; Hafez, 1996).

Para ello se han investigado con las diferentes etapas del ciclo reproductivo como son:
la formacién de espermatozoides, la capacitacién espermatica y la fertilizacion.
Algunas técnicas que se han empleado para medir dichas etapas son: el tamafo
testicular, biopsia e histologia de los testiculos, la recoleccién de semen, la produccién
total de espermatozoides, la motilidad y morfologia espermatica y la integridad del
ADN espermatico (Hahn, 1999; Foote, 2003; Holt, 2009). Las caracteristicas de los
testiculos y la produccion de un gran numero de espermatozoides simplifican la
aplicacion de una variedad de pruebas asociadas con caracteristicas genéticas y

fenotipicas importantes para mantener una alta fertilidad (Hunter, 1982).

. PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL

La conducta sexual ha formado parte de los patrones de evaluacién de la actividad
sexual y capacidad reproductiva de los machos cabrios (Ott., 1980). Ademas, es uno
de los puntos basicos existentes sobre la caracterizacion racial y que podria aportar
informacion sobre la rusticidad presente o no en los individuos de una raza
determinada. La profundizaciéon en el conocimiento especializado de la conducta
sexual en los machos cabrios podria proporcionar un mejor aprovechamiento de las
condiciones reproductivas segun el tipo racial y mejorar asi el mantenimiento y gestiéon
de un centro de sementales caprinos durante su primer afio de vida (Ahmad et al.,
1996).
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Por lo tanto, cada vez que un macho se aproxima a una hembra sexualmente
receptiva, su comportamiento es influenciado por las experiencias previas con otras
hembras. Por ejemplo, una medida comun para el comportamiento sexual es el
numero de eyaculaciones durante una prueba de capacidad de servicio, ésta es baja
cuando un macho es expuesto por primera vez a una hembra receptiva. A medida que
la experiencia sexual es adquirida, aumenta la frecuencia de las eyaculaciones (Fabre-
Nys., 2007, 2000).

El inicio de maduracién sexual puede ejercer una importante influencia en la eficiencia
reproductiva de un individuo; la caracterizacion de la pubertad y el inicio del desarrollo
de la maduracion sexual son un criterio importante para el uso en la seleccion de los

machos para sementales (Ahmad, 1996).

El inicio de la maduracién sexual junto con pruebas de progenie reduce el intervalo de
generacion, ofreciendo asi una ayuda a la seleccién (Louw y Joubert, 1964; Madani y
Rahal, 1988).

Asi mismo, se puede decir que la evaluacion del comportamiento sexual aunado a la
evaluacion del semen son herramientas para poder determinar que machos sirven
como sementales, ya que pueden existir machos que presenten una buena calidad
seminal pero que no presentan una buena conducta sexual pudiendo interferir con la
fertilidad de un hato (Cardelas, 2010).

Il. MORFOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE MADURO

La fertilizacion es un proceso complejo, para llegar a término se requiere que el
espermatozoide desarrolle procesos determinados que lo habilitan para fecundar el
ovocito. Los procesos de la fertilizacion que metodolégicamente pueden ser
claramente definidos son: cambios en la movilidad, la capacitacion y la reaccion
acrosomal (RA).
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La membrana plasmatica (MP) del espermatozoide se caracteriza por estar
subdividida en regiones bien delineadas denominadas dominios, los cuales difieren en
cuanto a la concentracion y distribucion de los distintos componentes de la MP:
fosfolipidos, proteinas, colesterol, carbohidratos, etc. (Frits et al., 2000; Alberts et al.,
2002; Ainsworth et al., 2005). Dentro de los dominios mas estudiados estan la region
acrosomal, la cual difiere principalmente de los demas dominios precisamente porque
en este lugar se encuentran mas receptores a Progesterona (P4), otro dominio
importante es la region post-acrosomal, lugar donde hay depdsitos de Ca®*, dando una
colocacion diferencial entre espermatozoides capacitados y no capacitados cuando se
realiza la tincion con clorhidrato de tetraciclina (CTC), otros dos dominios estudiados

son el ecuatorial y la pieza media (Rathi et al., 2003).

Morfolégicamente los espermatozoides maduros se han dividido en tres regiones
altamente especializadas: a) La cabeza. Representa la parte mas voluminosa y
anterior de la célula espermatica y esta involucrada en todos los mecanismos de
interaccién, entre espermatozoide y ovocito, que daran inicio a la formacion de un
nuevo individuo. La cabeza del espermatozoide contiene poca cantidad de citoplasma
y en ella se encuentra el nucleo y el acrosoma. El acrosoma es una vesicula compleja
que contiene enzimas hidroliticas que son necesarias para la penetracion de la zona
pelucida del ovocito (Yanagimashi et al., 1994, Frits et al., 2000). El acrosoma
presenta un evento de exocitosis regulada, esto a través de la interaccion coordinada
de compuestos de origen intra y extracelular, por ejemplo: fosfoinositoles, nucleétidos
ciclicos, aniones y cationes, calmodulina, P4, glicosaminglicanos, factores de
crecimiento, microtubulos y microfilamentos (Meizel, 1985; De Jonge et al., 1993;
Fabbri et al., 1998). b) La pieza media. En esta region se localizan las mitocondrias,
encargadas de la produccion de energia. c) El flagelo. Esta regién también llamada

cola proporciona la movilidad a la célula (Frits et al., 2000).
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lll. EVENTOS EN EL ESPERMATOZOIDE

El desarrollo de la capacidad para fecundar se asocia con cambios de varios aspectos
de la integridad funcional del espermatozoide: a) desarrollo del potencial para
mantener la motilidad progresiva, b) alteracion en los patrones metabdlicos y estados
estructurales de los organelos especificos del flagelo, ¢) cambios en la naturaleza de
la superficie de la membrana plasmatica, d) modificacion, en algunas especies, de la

forma del acrosoma (Robitaille et al., 1991).

IV. LA MOVILIDAD ESPERMATICA

Los espermatozoides de mamifero presentan dos formas de movilidad, el estado
activado y el hiperactivado. La movilidad activada muestra un movimiento flagelar de
baja amplitud que lo empuja a través del tracto reproductor de la hembra. Este
movimiento flagelar es estimulo por la fosforilacién de proteinas flagelares de Serinas/
Treoninas vy Tirosinas (Thurner, 2006). Se han identificado pocas proteinas que son
objeto de esta fosforilacion, entre ellas esta la dineina del axonema, y al parecer es un
punto de regulacion en el inicio de la movilidad (Tash, 1989). La movilidad
hiperactivada se caracteriza por movimientos de gran amplitud que hacen que en
medios de baja viscosidad el espermatozoide nade de una particular “forma de 8”. En
medios de alta viscosidad la trayectoria es mas progresiva. La movilidad hiperactivada
es importante para el desplazamiento del espermatozoide a través del medio de alta
viscosidad de los oviductos (Thurner, 2006). El calcio también se requiere para el inicio
y mantenimiento de la movilidad hiperactivada, esto al regular de manera directa los

componentes de la maquinaria del axonema (Darszon, 2008).
V. CAPACITACION ESPERMATICA
Durante el recorrido que espermatozoide debe realizar para fecundar el ovocito, se

presentan diferentes condiciones extracelulares que modifican su fisiologia, esto

sucede durante su migracién en el tracto reproductor del macho como el de la hembra.
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Asi, los espermatozoides almacenados en los testiculos son inméviles e incapaces de
fecundar. Hasta que alcanzan el epididimo es cuando adquieren la movilidad
progresiva. Pero los espermatozoides de mamifero no son capaces de fecundar al
ovocito inmediatamente de ser eyaculados, estos adquieren capacidad fecundante
después de residir en el tracto reproductor de la hembra por un periodo de tiempo
(Gazella, 2001).

A este proceso se le llama capacitacion (Yanagimachi et al., 1994). Como resultado de
la capacitacion se alteran procesos bioquimicos y fisioldgicos en el espermatozoide,
algunas de estas modificaciones incluyen: cambios en la composicion de la membrana,
alcalinizacion intracelular, hiperpolarizacion de la membrana plasmatica, incremento
en la concentracidon de calcio intracelular y activacion de PKAs y cinasas de tirosina.
Todos estos cambios hacen que en el espermatozoide se incremente la afinidad por
un receptor de la Zona Pelucida y la progesterona, promoviendo el inicio de la reaccion
acrosomal y que desarrolle un patron distinto de movilidad conocido como
hiperactivacién, el cual se caracteriza por movimientos flagelares pronunciados,
desplazamiento lateral marcado de la cabeza espermatica y una trayectoria no lineal
(Bedford, 1983; Drahorat, 1991; Yanagimachi et al., 1994; Flesh y Gadella 2000;
Gazella, 2001).

La capacitacion es necesaria en todas las especies de mamiferos, al menos con
espermatozoides eyaculados. Sin embargo, en algunas especies el tiempo de
capacitacion es muy corto (Fournier-Delpech y Thibault, 1993; Hafez y Hafez, 2002,
Juarez y Valencia, 2009).

Los espermatozoides pueden capacitarse en el istmo de especies como el cerdo y
equino donde el semen es depositado en el utero. En primates y rumiantes donde los
espermatozoides son depositados en la vagina la capacitacion comienza al pasar por

el moco cervical (Yanagimachi et al,, 1994; Rodriguez—Martinez et al., 2005).
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Los pocos espermatozoides vivos que se encuentran en el ampula del oviducto estan
capacitados y son capaces de fertilizar a los ovocitos inmediatamente, la seleccion del
pequefio numero de espermatozoides que puede sufrir la capacitacion se da a lo largo
del tracto femenino. Esto puede explicar porque son necesarios un gran numero de
espermatozoides para poder obtener tasas altas de fertilidad in vitro (Fournier-Delpech
y Thibault, 1993; Hunter, 1996).

VI. REACCION ACROSOMAL

La reaccidon acrosomal (RA) es un proceso de exocitosis que involucra multiples sitios
de fusién entre la membrana acrosomal externa y la membrana plasmatica, con la
subsiguiente vesiculacion y liberacion de enzimas acrosomales requeridas para la
fertilizacion (Sukardi et al., 1997).

Este proceso se presenta después de la capacitacion, esto a nivel del tracto genital de
la hembra en condiciones naturales; la RA se inicia inmediatamente después de la
unién primaria del espermatozoide a la zona pelucida (ZP) del ovocito (Wasserman,
1992). Las enzimas hidroliticas liberadas del acrosoma sirven para hidrolizar y disolver
la matriz de la ZP de manera local en la direccion inmediata de la penetracion del
espermatozoide, lo cual finalmente asegura la entrada del espermatozoide al espacio
perivitelino (Llanos et al., 1993; Patrat et al., 2000). Diversos estudios apoyan la
evidencia de que la RA es un indicador claro de que ya se ha realizado la capacitacién
espermatica (Frits et al., 2000). A pesar de las investigaciones que se han hecho
relacionadas al tema, todavia existe cierta controversia acerca de que si la RA debe
considerarse como la parte terminal de la capacitacion espermatica o por el contrario
como un fenémeno independiente, pero esta bien demostrado que para que los
espermatozoides puedan fertilizar el ovocito deben de estar previamente capacitados
y presentar reaccion acrosomal (Reyes y Chavarria, 1987; Florman y Frits, 1998;
Kumakiri et al., 2003).

16



La ZP es un iniciador fisiolégico de la RA, hay reportes en la cual la progesterona
secretada por las células del cumulus también promueve la reaccién acrosomal en
espermatozoides de humanos (Osman et al., 1989), raton (Melendrez et al., 1994),
cerdo (Roldan et al., 1994), equino (Meyers et al., 1995) y hamster dorado (Meizel et
al., 1996).

VIl. PROGESTERONA

La P4 es producida principalmente por las células del cuerpo luteo del ovario y la
placenta, aunque también es producida por las células foliculares parcialmente
luteinizadas antes de la ovulacion. En espermatozoides de humano en condiciones in
Vitro, la P, a una concentracién de 14 ng/mL induce el flujo de Ca®" y cuando la
concentracion se eleva es capaz de inducir la hiperactividad y la RA (Kumar y
Thompson, 1999).

Durante la capacitacion, la eliminacion de componentes de la superficie deja al
descubierto los receptores de P4 en la MP del espermatozoide. Se ha demostrado que
en espermatozoides de perro, obtenidos de cola de epididimo, mas del 90% tiene
afinidad por la P4, mientras que los eyaculados no la tienen, se ha sugerido que esto
se debe a que algunos factores secretados en la prostata, se agregan a la membrana
de la célula (Sirivaidyapong et al., 1999). Los espermatozoides que exponen
receptores funcionales a P4 inician la RA cuando se estimulan con ésta (Cheng et al.,
1999; Sirivaidyapong et al., 1999). La via por la cual, en varias especies, la P4 induce
la RA es el incremento en las concentraciones de Ca®* intracelular, por lo que
posiblemente esta hormona activa directamente los canales de Ca®* dependientes del
voltaje (Cheng et al., 1998). Los espermatozoides poseen receptores para P4, del tipo
no gendémicos (Blackmore y Lattanzio, 1991; Sabeur et al., 1996, Meyer et al., 1998).
Estos receptores difieren considerablemente de los gendmicos localizados en el citosol
encontrados en células somaticas (Kumar y Thompson, 1999).
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Por lo anterior, esta claro que la P4 y su derivado la 17a-hidréxiprogesterona,
contenidas en el liquido folicular, inducen la RA a través de un mecanismo mediado
por receptores no gendmicos, presentes en la membrana plasmatica del
espermatozoide, particularmente sobre la region acrosomal (Blackmore et al., 1990,
1991, 1993; Krausz et al., 1995, Giojalas, 1998).

Concentraciones in Vitro de 0.3 uyg/mL de P4 son capaces de inducir la RA en varias

especies de mamiferos (Osman et al., 1989; Baldi et al., 1991, Melendrez et al., 1994).

VIIl. CAPACITACION IN VITRO

Se han logrado capacitar espermatozoides in Vitro en un medio definido sin la adiccion
de fluidos bioldgicos, lo que sugiere que este proceso esta modulado por el mismo
espermatozoide, de manera que las células estan pre-programadas para sufrir la
capacitacion cuando son incubadas en el medio adecuado. Medios comerciales como
Tyrode modificado (TALP), Krebs - Ringer suplementado con fuentes de energia como
glucosa, lactato, piruvato y fuentes de proteina como la albumina sérica (BSA), asi
como la adicién de bicarbonato de sodio y calcio (Yanamigachi, 1994; Visconti y Kopf,
1998, Pomer et al., 2002).

La capacitacion in Vitro se ha realizado en muchas especies de mamiferos; las
condiciones in Vitro tienden a imitar las condiciones in vivo, segun Fournier-Delpech y
Thibault (1993) éstas deben ser:

1) Remocion del plasma seminal y resuspension de los espermatozoides lavados en
un medio que les permite sobrevivir y capacitarse.

2) Presencia de un receptor de colesterol, el suero sanguineo o suero de albumina
(bovino BSA o humano HSA). Estas proteinas remueven el colesterol, de este
manera se facilita el aumento de fluidez de la MP.

3) La presencia de heparina y otros glucosaminoglicanos en el medio capacitante
incrementan la tasa de fertilizacion in Vitro en ganado. Estas sustancias son

secretadas en los oviductos y en el utero de la vaca y la oveja.
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IX. TINCIONES PARA EL ACROSOMA

La tasa y la extension de los cambios precedentes a la reaccion acrosomal han sido
muy dificiles de investigar debido a que no hay cambios observables en la morfologia,
ademas de que los espermatozoides en un eyaculado no se capacitan en forma
sincronizada sino en pequefias subpoblaciones. Hay dos clases de pruebas
fluorescentes para la determinacion del estado acrosomal: las que detectan material
asociado al acrosoma (intracelular) y por lo tanto requieren que la célula sea
permeabilizada antes de realizar la tincion, y las que pueden ser usadas en células
vivas no permeabilizadas. En la primera categoria se encuentran las lectinas y
anticuerpos para los antigenos intracelulares acrosomales; en la segunda categoria se
encuentra la clortetraciclina y los anticuerpos para los antigenos expuestos en el

exterior de la célula (Cross y Meizel, 1989).

Las lectinas y anticuerpos no siempre estan unidos a los espermatozoides de manera
uniforme. Esto sugiere que existe una heterogeneidad en la poblacion de
espermatozoides. Esta propiedad ha permitido observar los cambios que sufre la
superficie de la membrana espermatica durante la maduracion epididimaria en los
espermatozoides de diversos mamiferos incluyendo el cordero, rata, conejo, cerdo,

perro y el raton (Cross y Watson, 1994).

La determinacion del estado del acrosoma puede ser realizada en espermatozoides
vivos, la ausencia de fluorescencia es indicativa de un acrosoma intacto y la
fluorescencia es indicativa de dafio o reaccion acrosomal, esta técnica es usada
principalmente en combinacion con citometria de flujo. Cuando la determinacion se
lleva a cabo en espermatozoides fijados y permeabilizados, la fluorescencia completa
del acrosoma nos indica que esta estructura esta intacta, mientras que los acrosomas
con baja fluorescencia o una banda de fluorescencia ecuatorial muestra dafo o

reaccion acrosomal (Silva y Gazella, 2006).
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La prueba de clortetraciclina fluorescente (CTC) permite estudiar la capacitacion en
varias especies, caracterizandose tres diferentes patrones: el patron F asociado a
células no capacitadas, el patrén B para células que estan parcialmente o han
completado la capacitacion pero sin reaccion acrosomal y el patrén AR caracteristico

de células con reaccion acrosomal (Curry, 2000).

Aunque no estan claros los detalles del mecanismo de la CTC, una hipodtesis propone
que la clortetraciclina podria interactuar con el calcio en la superficie espermatica y por
lo tanto seria un indicativo de la actividad de la bomba calcio-ATPasa (Holt y Medrano,
1997). Las desventajas de este método es que tiende a ser un proceso laborioso y

tardado al evaluar la reaccion acrosomal (Cross y Meizel, 1989).
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4. OBJETIVOS

General. Evaluar la respuesta de los espermatozoides de distintos machos cabrios

para llevar a cabo el proceso de capacitacién espermatica y reaccién acrosomal en un

medio especial adicionado de progesterona.
Especificos. Evaluar la motilidad espermatica, el estado de capacitacion y la

reaccion acrosomal de de los espermatozoides de diez machos cabrios, incubados en

medio TALP con y sin progesterona, incubados durante 4 horas.
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5. MATERIALES Y METODOS

Localizaciéon del experimento

El presente trabajo se realizé en el Modulo de Caprinos (Centro de Ensefianza
Agropecuaria) y en el laboratorio de Reproduccion y Comportamiento Animal de la
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautittan UNAM, Campo 4, ubicado en el Km. 2.5 de la carretera Cuautitlan —
Teoloyucan, Cuautitlan lzcalli, Estado de México a 2,450 msnm, a 19 grados 43

minutos de latitud norte, y a 99 grados 14 minutos de longitud poniente.
Animales

Se emplearon los eyaculados de 10 machos cabrios, adultos, encastados con Alpino,
con una edad de 18 meses en promedio, todos ellos alojados en un corral comunitario
techado de 16 m? bajo las mismas condiciones de manejo y alimentacion. Los
machos fueron identificados mediante aretes de plastico, fotografias y un numero

pintado en el flanco derecho del animal.
Obtencion y procesamiento del semen

La recoleccidon del semen se realizd 2 dias a la semana de 3 diferentes machos cada
sesion (un solo eyaculado por macho). El semen se colecté mediante la técnica de la

vagina artificial empleando a una hembra sujeta a una trampa.

Una vez obtenido el semen se realizé una dilucion 1:1 (v/v) con un medio de transporte
modificado (Evans y Maxwell, 1990) y se trasladé al laboratorio en una caja térmica, la
cual contenia una bolsa de solucion salina fisiolégica previamente calentada para
mantener una temperatura aproximada de 37°C durante su traslado. Las muestras

llegaron al laboratorio en un periodo maximo de 20 minutos.
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Evaluacion

A su llegada al laboratorio, el semen fue evaluado tomando los siguientes puntos:

a) Evaluacién macroscopica

Volumen
Color
Consistencia

Presencia de cuerpos extranos

b) Evaluacion microscoépica

Motilidad masal

Motilidad progresiva (semen diluido 1:100 (v/v) en solucion salina fisiolégica (0.9% p/v)
Integridad de la membrana plasmatica

Anormalidades

Integridad de la membrana acrosomal.

Concentracion espermatica.

a) Evaluacién macroscopica
Se evalud en el mismo tubo colector graduado donde fue obtenido, expresandose el
volumen en mililitros (mL), en forma paralela se observaron posibles anormalidades en
el eyaculado en cuanto al color, olor o aspecto que pudiera presentar.

b) Evaluaciéon microscépica
A. Motilidad masal (MM)

Para esta determinacion se coloco una gota de semen, mediante una Pipeta Pasteur

sobre un portaobjetos colocado sobre la platina térmica a 32°C. Posteriormente y sin
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colocar un cubreobjetos se observé con aumento 10x los bordes de la gota y la zona
ubicada entre el centro y el borde de la misma, observando el movimiento de oleaje
del semen. La evaluacién se hizo con una escala de 0-3, en donde el valor de 3 es de
una motilidad de oleaje excelente (rapido y denso), 2 buena (rapido pero no muy

denso), 1 mala (densidad variable, lento) y 0 nula.

B. Motilidad progresiva (MP)

Para estimar el porcentaje de espermatozoides en movimiento se tomaron 200 yL del
semen recolectado y se agregaron a 9.8 mL de Soluciéon Salina Fisiologica (SSF),
realizando la dilucién 1:100 v/v. Posteriormente se agregd una gota de esta mezcla
sobre un portaobjetos cubriéndolo con un cubreobjetos atemperado a 32°C sobre una
platina térmica, y la observacion se llevdo a cabo en un microscopio 6ptico con el
objetivo de 20x, otorgandose un valor de movimiento rectilineo progresivo de 0 -100%

en multiplos de 5.

C. Integridad de la membrana plasmatica

Para evaluar la Integridad de la membrana plasmatica (viabilidad), se utilizé la tinciéon
Eosina-Nigrosina. El frotis se realizé depositando una gota de semen diluido (1:100,
v/v) en un portaobjetos atemperado, agregandole una gota de la tincion antes
mencionada y mezclando ambas gotas extendiéndolas en una capa delgada y
secandola con aire rapidamente. La laminilla con la muestra se observé al microscopio
optico con el aumento de 40x, contandose 200 espermatozoides por laminilla de
manera aleatoria y el resultado se expres6 como porcentaje de células vivas. Los
espermatozoides sin tefir (blancos) se consideran vivos y los tefidos (rosa) total o

parcialmente se consideran muertos (Hafez 2000).

D. Anormalidades

El porcentaje de anormalidades se determind a través de la observacion del frotis con
la tincion Eosina-Nigrosina. Este frotis se observé al microscopio oOptico con el
aumento de 40x, contandose 200 espermatozoides por laminilla expresando el

resultado de anormalidades primarias y secundarias en porcentaje (Hafez 2000).

24



E. Concentracion espermatica

La determinacion de la concentracion espermatica del eyaculado, se llevdé a cabo
utilizando la camara de Neubauer y un microscopio optico con aumento de 40x; se
empleo una dilucién de semen 1:200 (v/v) con solucion salina formolada (0.3% v/v). Se
contaron los espermatozoides contenidos en 5 de los 25 cuadros de cada lado de la

camara.

Centrifugacion

Posterior a la evaluacién del semen recolectado éste fue diluido en un volumen de 1+5
(v/v) con solucién de lavado (Evans y Maxwell, 1990) y se centrifugd a 700 x g por 15
minutos a temperatura ambiente con el fin de retirar el plasma seminal; una vez que el
plasma fue retirado, el botdon de espermatozoides fue resuspendido con un medio
especial para incubacion (TALP, anexo 1) hasta 2 mL y se ajustd a una concentracion
de 100x10° espermatozoides/mL, después la suspension de espermatozoides diluidos

en TALP se dividié en dos alicuotas.

Incubacién con progesterona

Las muestras incorporadas al medio TALP fueron incubadas en una incubadora para

cultivos celulares con una atmésfera de 5% de CO, y a 38°C.

A una de las alicuotas de cada macho que fueron incubadas se le agregd 2 ug/mL de
progesterona (Sigma, México) para inducir la capacitacion y la reaccion acrosomal
(Grupo Experimental); la otra muestra no recibio progesterona (Grupo Testigo). Ambas
muestras fueron incubadas bajo las mismas condiciones y evaluadas en el mismo

tiempo ( tiempo 0 y tiempo 4).
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Estado de capacitacion

Para evaluar el estado de capacitacion se realizo la prueba de clortetraciclina (CTC)
utilizando el microscopio de fluorescencia. La solucion CTC contenia un amortiguador
(NaCl 130 Mm, Tris 20 Mm), CTC-HCI (850 mM) Cisteina (5 Mm) y con un pH de 7.9
(Green y Watson, 2001).

Posteriormente se agregaron 100 uL de la solucion CTC a 100 uL de cada una de las
alicuotas de semen con progesterona y sin progesterona y se mezclaron durante 30
segundos; enseguida se afadieron 22 pL de solucion fijadora de glutaraldehido al
0.2% (v/v). Después, se prepard una laminilla con 10 pL de la mezcla anterior y una
gota de DABCO (220 Mm diluido en glicerol/PBS 9:1) para retrasar la pérdida de
fluorescencia, y se colocd un cubreobjetos, ejerciendo una presiéon suave. Las
laminillas se observaron en el microscopio de fluorescencia con el objetivo de 100x; se
determind el porcentaje de los patrones de fluorescencia en la cabeza del

espermatozoide de acuerdo a la clasificacion utilizada por Kaneto et al. (2002):

Patron F. Fluorescencia en toda la cabeza del espermatozoide, patron de

espermatozoides no capacitados con acrosoma intacto.

Patréon B. Una banda libre de fluorescencia en el dominio postacrosomal, patron de

espermatozoides capacitados con acrosoma intacto.

Patréon AR. Poca o nula fluorescencia en la totalidad de la cabeza con una banda de
fluorescencia brillante a lo largo del segmento ecuatorial y otra variante consistente en
la emisién de fluorescencia en la region postacrosomal, patron de espermatozoides

capacitados con reaccion acrosomal.
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Determinacién de la integridad acrosomal.

Para la determinacion de la integridad acrosomal se utilizo la lectina del chicharo (PSA
- Pisum sativum agglutinin) unida con fluorocromo FITC (isotiocionato de fluoresceina).
Se realizaron y se prepararon frotis secados al aire de las alicuotas de semen
incubadas, las cuales fueron fijadas por una hora en etanol al 96%. Una vez concluido
el tiempo de fijacion, las laminillas con la muestra fueron secadas al aire y se le
agregaron 20 pL de lectina en la superficie de cada laminilla, distribuyéndola
uniformemente manteniéndose en la oscuridad por 10 minutos. Enseguida los frotis se
lavaron con agua destilada, se secaron al aire y se les agregd una gota de DABCO.
Posteriormente, se colocd un cubreobjetos ejerciendo presion suave, observandose al
microscopio de fluorescencia con el objetivo de 100x; se examinaron 200 células por
laminilla de cada uno de los machos con y sin progesterona evaluando la uniformidad

del borde apical (Cross y Meizel, 1989).
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DIAGRAMA DE FLUJO

Evaluacion del semen
(Motilidad, viabilidad, concentracion, anormalidades, integridad del acrosoma)

4

Remocidén de plasma seminal
(Centrifugacion a 700 g por 15 min.)

Dilucion con medio TALP y obtener alicuotas
de 100 x 10°/mL.

Incubacién de los espermatozoides en el medio TALP A 38°C,

durante 4 horas y a una atmosfera de 5% de CO,

Se le agreg6 2 pg/mL de Progesterona Sin Progesteronay se incubd

en las alicuotas de semen bajo las mismas condiciones

Evaluacion de semen (Motilidad Progresiva, prueba de CTCy

Reaccion Acrosomal (patron F, B y AR) al tiempo 0 y 4 horas de incubacion.
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Analisis estadistico

Los datos del semen fresco se analizaron mediante estadistica descriptiva. Para
detectar posibles entre el Tiempo 0 y el Tiempo 4 horas de incubacion, los datos de las
variables, motilidad progresiva, integridad del acrosoma y el estado de capacitacion,
todas ellas expresadas como porcentajes, se analizaron mediante la prueba t de

Student previa transformacién de los datos al arcoseno para normalizarlos.

Para analizar posibles diferencias en las variables, motilidad progresiva, integridad del
acrosoma y el estado de capacitacion dentro de macho, se empleo la prueba de pares

de Wilcoxon.

Las diferencias porcentuales (diferencias de los valores al Tiempo 0 y el Tiempo 4
horas de incubacién) de las variables, motilidad progresiva, integridad del acrosoma y
el estado de capacitacion, entre machos se analizaron mediante la prueba de Kruskal-

Wallis, en caso necesario se empleo la prueba de pares de Wilcoxon.

Los datos se analizaron empleando el programa Statistica (Statsoft Ltd, UK) versién 5
(1997).
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6. RESULTADOS

Los valores de las diferentes variables del semen fresco de cada macho se presentan

en el cuadro 1. En éste se puede observar que existio variacion inicial entre machos.

Cuadro 1. Valores de las variables de semen fresco de cada macho (Media *

error estandar).

Volumen Motilidad Motilidz_ad Viabilidad Normales Concentracion
(mL) Masal prog;es-va (%) (%) (X106/mL)
0
“ 134+0.18 || 21+0.18 }| 74+6.59 || 86.6+1.53 || 78.8+5.8 J 6249.6 + 321.1
_ 15017 || 2.2+0.12 78.7+7.52 191.4 229 | 6094 +427.2

7516.89 | 83.7+2.17 |§ 89.8 £2.03 || 5297.4 + 1284
0.5210.08

85+3.87 |184.6 +2.01 §89.4+3.17 )| 4534 +1175.2

0.84+0.11

--
-Wmm
|7 | raep [ 100 f 80215 | 77225 [or6x40 26322 me0)
|2 | osep 100 fo2eae Jr00:amfosdxnal 45042700 |
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1) Motilidad progresiva

En el Cuadro 2 se observan los valores obtenidos de la motilidad progresiva de cada
macho cabrio en el tiempo 0 y 4 horas de incubacién sin y con progesterona (P4), en
una incubadora para cultivos celulares con una atmésfera de 5% de CO, y a 38°C. Se
puede observar que la incubacién de los espermatozoides disminuye de manera
significativa la motilidad progresiva (P<0.05) en casi todos los machos,

independientemente de la progesterona.

Cuadro 2. Valores de motilidad progresiva (%) en tiempo 0 y 4 horas de incubacion
con y sin Progesterona (P4) de cada macho.

m Sin Progesterona Con Progesterona

“ 82 + 8.4a 38 +22.8b 87,6 + 8.2x 29 + 25.3y

79 +10.8a 41 +24.8b 89 + 4.2x 53 + 16y

81 +9.6a 39 +23b 92 +2.7x 48 + 36.7y

——
I CEE N N W
I N I N N
I I I R N

I NN I MR N
I IE W NG N
el I S N

Los valores son medias + desviacion estandar. Valores con literales distintas (ab, sin P4; xy con Py)
dentro de rengldn difieren significativamente (P<0.05).
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En la Grafica 1 se observan las diferencias porcentuales en la motilidad progresiva
(Valor a Tiempo 0 — Valor a Tiempo 4 horas de incubacion) de los espermatozoides de
los distintos machos incubados sin y con P4. Existieron diferencias significativas

(P<0.05) entre algunos machos
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Grafica 1. Diferencias porcentuales de la motilidad progresiva (valor a Tiempo 0
menos valor a Tiempo 4 horas de incubacion) de los espermatozoides de los distintos
machos, incubados sin y con P4. No hay diferencias significativas entre machos sin y
con Progesterona.* Indica diferencias significativas dentro de macho (P<0.05).
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2) Integridad del Acrosoma

En el Cuadro 3 se presentan los valores de los acrosomas intactos entre ambos
tratamientos y en los diferentes tiempos de incubacion. Se puede observar que la
incubacion de los espermatozoides disminuye de manera significativa el porcentaje de
acrosomas intactos (P<0.05) en todos los machos, independientemente de la

presencia de progesterona.

Cuadro 3. Valores de acrosomas intactos (%) en tiempo 0 y 4 horas de incubacion con
y sin Progesterona (P4) de cada macho.

m Sin Progesterona Con Progesterona

74.8 £ 16.5a 56 + 18.3b 61+ 14.2x 36.2 £ 7.6y
7 75+ 8.2a 56.8 £ 7.2b 58.8 + 5.8x 38.2+11.9y

56 + 17.6b 67.6 £ 12.8x 37 £ 12.6y

— 72.8+7.9a 53.4 + 11.7b 66.6 + 9x 39.4 + 10.7y
“ 69.2 + 14.1a 54.8 + 13.9b 60.6 + 13.9x 34.8 + 10.9y
“ 66.4 + 7.8a 454 +7.9b 58.2 + 11.2x 32.6 + 6.6y

I R MR Rk MK
I NELEN ML R ML
[T [ | mee e [ e

Los valores son medias + desviacion estandar. Valores con literales distintas (ab, sin P4; xy con Py)
dentro de renglén son diferentes significativamente (P<0.05).
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En la Grafica 2 se presentan las diferencias porcentuales de los acrosomas intactos
(Valor a Tiempo 0 — Valor a Tiempo 4 horas de incubacion) de los espermatozoides de
los distintos machos incubados sin y con P4. No existieron diferencias significativas

(P>0.05) entre machos independientemente de la presencia de progesterona.
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Grafica 2. Diferencias porcentuales de los acrosomas intactos (valor a Tiempo 0O
menos valor a Tiempo 4 horas de incubacion) de los espermatozoides de los distintos
machos, incubados sin y con P4. La linea roja con puntas indica diferencias
significativas entre algunos machos cuando fueron incubados sin Progesterona.

* Indica diferencias significativas dentro de macho (P<0.05).
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3) Estado de capacitacion

En el Cuadro 4 se presentan los valores promedio de cada individuo del patron F
(espermatozoides No Capacitados con Acrosoma Intacto) en el semen incubado sin y
con Progesterona. La incubacion de los espermatozoides disminuyé de manera
significativa el porcentaje del Patron F (P<0.05) en todos los machos,

independientemente de la progesterona.

Cuadro 4. Valores del patron F (%) en tiempo 0 y 4 horas de incubacion sin y con
Progesterona, de cada macho.

m Sin Progesterona Con Progesterona

59.8 £ 11.8a 32+7.9b 31.2 £ 10.6x 10 + 3.1y

50 + 22.8a 27.8 £6.8b 33.6 £ 15.4x 7.2+52y

—— e e
I L NCECO Kl WL
I L NCCCL Ky M
I NN RGN i MG

I I N A R
I NN NN KO W
I I MG KD WL

Los valores son medias + desviacion estandar. Valores con literales distintas (ab, sin P4; xy con Py)
dentro de renglén son diferentes significativamente (P<0.05).
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En la Grafica 3 se presentan las diferencias porcentuales de los patrones que indican
capacitacion: B + AR (Valor a Tiempo 4 — Valor a Tiempo 0 de incubacion) de los
espermatozoides de los distintos machos incubados sin y con Progesterona. Se
detectaron diferencias significativas (P<0.05) entre algunos machos cuando se incubd

sin progesterona.
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Grafica 3. Diferencias porcentuales de los patrones que indican capacitacion: B + AR
(valor a Tiempo 4 menos valor a Tiempo 0) de los espermatozoides de los distintos
machos incubados sin y con Progesterona. La linea azul indica diferencias
significativas entre algunos machos cuando fueron incubados sin Progesterona.

¥ Indica diferencias significativas dentro de macho (P<0.05).
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7. DISCUSION

El presente trabajo se realizé para evaluar indirectamente la capacidad reproductiva
de los machos caprinos mediante la induccion de la capacitacion espermatica y la
reaccion acrosomal, adicionando un factor inductor de la reaccién acrosomal
(Progesterona). El objetivo fue probar si bajo las condiciones experimentales utilizadas
era posible identificar diferencias entre machos en la respuesta a dichos procesos

fisiologicos, y en consecuencia diferencias en la fertilidad in vivo.

La efectividad de la progesterona como inductor de la reaccién acrosomal se ha
probado con anterioridad en espermatozoides caprinos (Somanath et al., 2000). Los
resultados obtenidos mostraron que existen diferencias en los valores observados al
inicio (Tiempo 0) y a las 4 horas (Tiempo 4) de incubacion, esto demuestra que las
condiciones que se emplearon en este trabajo fueron las adecuadas para inducir la
capacitacion espermatica. Resultados similares también fueron observados en otros
trabajos de capacitacion y reaccién acrosomal in vitro de espermatozoides caprinos
(Somanth et al., 2000; Martinez y Carvajal, 2010) y en espermatozoides de humano
(Meizel y Kenneth, 1991).

Existen varias pruebas para poder predecir la fertilidad de algun macho como la
evaluacion de la motilidad espermatica, considerada como prueba de rutina para
identificar los machos sobresalientes, y asi poder usarlos para inseminacion artificial; y
la evaluacion de la integridad del acrosoma, que ha mostrado una correlacién positiva
con la fertilidad in vitro. Sin embargo, algunos autores han cuestionado la correlacion
observada entre esos parametros y la fertilidad (Selvaraju et al., 2008), incluso en
otros trabajos no se ha reportado algun tipo de correlacién positiva (Bailey et al., 1994;
Zhang et al., 1999).

Los métodos convencionales basados principalmente en el analisis descriptivo del

semen como la valoracién del volumen, concentracion del eyaculado, la valoracion de

los espermatozoides moviles, asi como la determinacion del porcentaje de
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espermatozoides vivos y morfoldgicamente normales, proporcionan uUnicamente
aspectos indirectos de la competencia funcional de los espermatozoides (Palomo
Peiro, 1995). Por esta controversia, es necesario incorporar otras pruebas que
muestren mayor correlacion con la fertiidad, como el estado de capacitacién
espermatica y la evaluacion de la reaccion acrosomal, asi como incluir pruebas de la
conducta sexual de los machos con la finalidad de poder obtener mayor informacion

de la capacidad reproductiva del macho.

En otros trabajos se ha utilizado agentes inductores de la reaccion acrosomal tales
como la progesterona en espermatozoides de humano (Osman et al., 1989), de raton
(Melendrez et al., 1994), de caballo (Meyers et al., 1995), de cerdo (Melendrez et al.,
1993), de hamster dorado (Meizel et al., 1990; Llanos y Anabalon, 1996) y de caprino
(Somanath et al., 1999); también se ha empleado londforos (Birck et al., 2010),
homologos de la Zona Pelucida (Somanath et al., 1999) y compuestos de
fosfatidilcolina (Graham y Foote, 1987). En los trabajos mencionados anteriormente se
ha reportado una correlacion positiva de la respuesta de los espermatozoides a la

induccién acrosomal con la fertilidad in vivo.

En nuestro trabajo se realizd la induccién de la capacitacién y reaccién acrosomal
mediante la progesterona; nuestros resultados indican que no hubo diferencias
significativas entre los machos en lo que respecta a la reaccion acrosomal. Esto
sugiere que quiza el grupo de machos con el que se trabajé fue demasiado
homogéneo en cuanto a calidad espermatica inicial, aunque algunos machos si fueron
diferentes desde el inicio del experimento. En contraste, se observaron diferencias
entre algunos machos en la proporcién de patrones que indican capacitacién, aunque

esto fue en el tratamiento sin progesterona.

Otros autores han observado respuestas diferentes en machos fértiles y subfértiles
(Petrunkina et al.,, 2005). Estos autores observaron que dentro de los machos
subfértiles algunos mostraron una disminucion mientras que otros mostraron un

aumento en dicha respuesta en comparacion con los machos fértiles, lo cual establece
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que la subfertilidad de algunos machos pudiera deberse a una respuesta demasiado
rapida o demasiado lenta, en consecuencia no debe juzgarse la magnitud de dicha
respuesta de manera absoluta sino como una secuencia ordenada de eventos. Chen
et al. (1989), observo que hay una variacién entre machos en el tiempo que ocurre la

capacitacion espermatica.

En estudios recientes, se empled semen de 100 toros para ver si era posible utilizar la
induccion de la reacciéon acrosomal como un método potencial para identificar toros
con fertilidad reducida (Birck et al., 2010). Estos autores concluyen que la induccion
de la reaccién acrosomal (porcentaje de espermatozoides con reaccién acrosomal en
la poblacién de espermatozoides vivos) fue el mejor indice para la prediccion de la
fertilidad.

Los resultados del presente trabajo nos indican que se debe continuar investigando en
esta linea para poder establecer las condiciones mas apropiadas de incubacion de los
espermatozoides de distintos machos, de tal forma que nos revelen in vitro el potencial

de dichos machos en condiciones de campo.
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8. Conclusiones y recomendaciones

En conclusion, se detectaron algunas diferencias en la respuesta de los
espermatozoides de distintos machos para llevar a cabo los procesos de capacitacion

espermatica y reaccion acrosomal in vitro.

Esta aproximacién experimental podria utilizarse, potencialmente, para predecir in vitro
el potencial reproductivo de un macho. De manera complementaria, se requiere hacer
pruebas de comportamiento sexual que nos proporcionen mayor informacion del

individuo evaluado.
Se sugiere continuar con esta linea de investigacion, en particular se sugiere probar

distintas dosis de progesterona en el medio de incubacion para ver si se puede

obtener una diferenciaciéon mas clara entre machos.
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