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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la pulpa de café (PDC) en las caracteristicas macroy
microscépicas de semen ovino fresco y congelado colectado mediante vagina artificial. Diez carneros,
fueron distribuidos aleatoriamente en dos tratamientos. El primero grupo SPC, (n=5), con una dieta de
mantenimiento, y el segundo grupo APC (n=5) con un 5% de pulpa de café en la dieta. La recoleccién de
semen se realiz6 utilizando una vagina artificial (VA), dos veces por semana en un horario de 7:00 am —
8:00 am seguido del proceso de congelacion. En los resultados no se encontraron diferencias significativas
(P < 0.05) en todas las variables espermaticas evaluadas en semen fresco y congelado, volumen eyaculado,
motilidad masal, motilidad individual, concentracion espermatica y prueba hipoosmética. Se concluye
que la inclusion de la pulpa de café al 5% en una dieta de mantenimiento para carneros no tiene efecto
en las variables evaluadas en semen fresco y congelado.

PALABRAS CLAVE: Ovinos, reproduccion, pulpa de café y caracteristicas seminales.
ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of coffee pulp (PDC) on the macro and microscopic
characteristics of fresh and frozen sheep semen collected through an artificial vagina. Ten rams were
randomly distributed in two treatments. The first group SPC, (n = 5), with a maintenance diet, and the
second group APC (n = 5) with 5% of coffee pulp in the diet. Semen collection was performed using an
artificial vagina (VA), twice a week from 7:00 am - 8:00 am followed by the freezing process. In the
results, no significant differences were found (P <0.05) in all the sperm variables evaluated in fresh and
frozen semen, ejaculate volume, mass motility, individual motility, sperm concentration and hyposmotic
test. It is concluded that the inclusion of 5% coffee pulp in a maintenance diet for rams has no effect on
the variables evaluated in fresh and frozen semen.
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INTRODUCCION

La criopreservacion del semen es una técnica que permite la conservacion del material
genético en los animales con el objetivo de ser utilizado en la inseminacién artificial (1A); no
obstante, la IA con semen congelado no presenta resultados favorables posiblemente al
manejo durante la congelacion y sus dafios a nivel membrana espermatica lo que ocasiona
bajas en la fertilidad del rebafio (Barbas et al., 2013).

Las alteraciones son parcialmente producidas por el incremento en la produccidn de especies
reactivas de oxigeno ROS durante el proceso de criopreservacion, causando dafios oxidativos
en las biomoléculas que componen al espermatozoide, como peroxidacion lipidica, oxidacion
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de las proteinas y dafios en el ADN. Sin embargo, se ha comprobado que en los procesos de
conservacion de semen, la adicién de antioxidantes ha demostrado beneficios en las
caracteristicas del semen descongelado (Ruiz et al., 2007).

A la pulpa de café se le han atribuido algunas propiedades antioxidantes y es posible que
algunas practicas de manejo alteren su capacidad antioxidante (Arellano et al., 2011).
Ademas de la cantidad de nutrientes presentes en la pulpa de café, el conocimiento del perfil
de antioxidantes y de su capacidad antioxidante pudiera ayudar a disminuir o prevenir el dafio
oxidativo durante la crio preservacion del semen, ya que la baja temperatura produce
disminucion de la actividad y concentracion de enzimas antioxidantes (Yamauchi et al.,
2013).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de los antioxidantes
presentes en la pulpa de café incluida en una dieta al 5%, suministrada a sementales durante
2 meses durante el periodo de coleccion y evaluacion de semen en fresco y en la post-
descongelacion en las caracteristicas seminales de carneros.

METODOLOGIA
Descripcion del area de estudio

El presente experimento se desarrollé en la Unidad Ovina del Instituto Tecnoldgico de
Huejutla, Hgo; localizado al norte del estado y geograficamente entre los paralelos 21°08" de
latitud norte y 98°25" de longitud oeste, a una altitud de 140 metros sobre el nivel del mar,
con un clima calido — himedo, una temperatura media anual de 31.1°C y la precipitacion
pluvial es de 1,500 milimetros por afio.

Animales y tratamientos

El manejo de los animales se realizd de acuerdo a las normas de ética y bioseguridad del
Consejo de Organizaciones Internacionales en Ciencias Médicas (CIOMS, 1986), en
cumplimiento con la ley mexicana (NOM-062-Z0O0-1999) para el uso de animales en
experimentacion (DOF, 2001).

Se utilizaron 10 sementales de la raza Dorset, de aproximadamente una edad de 1.5 afios.
Todos los carneros contaban con una condicién corporal de 3 en una escala de 1 a 5, con un
peso promedio de 80 £ 5 kg y antecedentes de fertilidad probada, también se realiz6 manejo
zootecnico el cual consistié en la esquila, despezufiado y corte de bellos prepuciales.

Los sementales tuvieron una etapa de entrenamiento de 4 semanas previas al establecimiento
del experimento, periodo en el que se adaptaron a eyacular por las mafianas (7:00 — 8:00
AM), por medio de vagina artificial, en presencia humana y con ayuda de hembras
estrogenizadas para facilitar la estimulacion.

Posteriormente al periodo de capacitacion de los sementales para la eyaculacion, los carneros
fueron distribuidos de manera aleatoria en dos grupos experimentales: 1) el grupo adicionado
con pulpa de café (5 %, con base en materia seca) en la dieta (APC, n=5); 2) el grupo testigo
sin la adicion de pulpa de café en la dieta (SPC, n=5). Ambas dietas se formularon para ser
isoenergéticas e isoproteicas y cubrir los requerimientos de proteina cruda (9 %) y energia
metabolizable (1.76 Mcal kg™') de acuerdo a los requerimientos de mantenimiento en
sementales ovinos (NRC, 2007).
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El periodo de alimentacion de los sementales fue de 8 semanas, tomando la primera semana
como adaptacion a la dieta experimental. Los carneros fueron alojados en jaulas individuales
de 1.2 x 2.0 m (2.4 m?), ofreciendo por animal 2.0 kg d* de alimento (1 kg animal™ 08:00
am; 1 kg animal™ 14:00 pm, respectivamente), ademas de agua a libre acceso. La limpieza y
las inspecciones de sanidad se realizaron periédicamente, durante el todo el periodo
experimental.

Recoleccion y Congelacion del semen

La recoleccidon del semen se realizd una vez por semana a partir de que se comenzé a
proporcionar la dieta a los animales, en un horario de 7:00 a 8:00 AM pasada la recoleccion
el semen se registro el volumen eyaculado posteriormente se le adiciono el diluyente (1:200)
a base de yema de huevo (20%), triladyl (20%) y agua destilada (60%), se almacend en los
tubos de coleccion dentro de frascos completamente sellado a la luz para su posterior
congelacion.

Para la congelacion, el semen se dejé un tiempo de 2 horas estabilizando a una temperatura
de 5 grados aun dentro de los frascos cerrados en un refrigerador, pasado este tiempo se
procedio al empajillado, que consistia en succionar el semen y después sellarlo para dejarlo
estabilizar por otras 2 horas mas a la misma temperatura, en total se obtuvieron 10 pajillas de
0.25 mL por cada semental dando un total 100 pajillas. Pasado este tiempo en una hielera de
laboratorio se vertié nitrégeno hasta alcanzar una altura aproximada de 5 centimetros y se
dejo reposar por 5 minutos hasta enfriarla completamente, posteriormente las pajillas se
acomodaron en 2 gradillas con las mismas dimensiones y se metieron a la hielera para ser
congeladas, la distancia entre el nitrégeno y las pajillas fue de tres centimetros por lo que
fueron colocadas a una altura de 8 centimetros dentro de la caja, estas permanecieron 5
minutos con la caja abierta y 5 minutos cerrada despues las pajillas se sumergieron
completamente en el nitrégeno por 3 minutos para su posterior almacenamiento con la ayuda
de globes y bastones en un termo especial.

La evaluacion de la motilidad masal se realizé después de observar las muestras de semen
diluido en el microscopio Optico a 40X, asignandole un valor subjetivo. Sin embargo, para
determinar la motilidad individual fue necesario realizar una dilucion previa (1:200)
utilizando una solucién salina formulada al 3%, después de realizar la observacion visual de
las muestras a 40X, la motilidad individual fue calificada de manera subjetiva en la escala de
0 a 100%, valorando el porcentaje de espermatozoides que presentan movimiento rectilineo
en un area determinada. La prueba de vivos y muertos se realizd con la ayuda de un frotis
utilizando una gota de semen descongelado mezclado con eosina — nigrosina como colorante
y facilitar la medicion. Para medir la concentracién espermatica se utiliz6 un
espectrofotometro con una solucion de 1 mL de semen fresco y 3 mL de agua destilada asi
evitando el error humano y obteniendo resultados méas confiables.

Andlisis Estadistico

El disefio experimental fue un DCA, donde cada semental fue considerado como unidad
experimental, para las variables volumen por eyaculado, pH, se realiz6 la prueba del PROC
GLM vy la prueba de comparacion de medias de Tukey. Para la variable concentracién
espermatica se realizé el procedimiento del PROC MIXED. Para la motilidad masal se
realizd una prueba X2. Todos los procedimientos se realizaron con el paquete estadistico
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SAS version 9 (SAS, 2009).
RESULTADOS

Resultados de coleccion de semen
Volumen eyaculado

Dados los resultados obtenidos en la variable volumen eyaculado, no se encontraron
diferencias significativas estadisticas entre los promedios de los tratamientos experimentales
(Con Pulpa 1.8 mL; Sin Pulpa 1.7 mL) (P>0.05), sin embargo, en el muestreo 3 y 4 es donde
se pueden apreciar variabilidad entre los tratamientos (Figura 1). Los promedios obtenidos
en este trabajo se encuentran dentro de los valores citados en un volumen eyaculado entre
0.8 a 2.0 mL. Las variaciones que se muestran se podria deber a los factores medio
ambientales, ya que la composicién del semen varia considerablemente, entre especies y
razas, incluso dentro de los mismos individuos segun la época del afio o las condiciones de
explotacion.
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Figura 1. Promedios por semana de volumen eyaculado. T1: con pulpa de café, T2: sin pulpa
de café, ay b son valores estadisticamente diferentes.

Motilidad Masal

Los promedios de la variable motilidad masal no presentaron diferencias significativas entre
tratamientos experimentales (Con pulpa: 3.4; Sin pulpa: 3.3) (P>0.05), sin embargo, en los
muestreos 3 y 4 se observan variantes estadisticas (Figura 2), lo que nos permite ver que la
pulpa de café interviene de manera positiva en la motilidad masal del semen fresco bajo las
condiciones adaptadas del experimento.

Tectzapic/ Vol. 7 No. 2/ Ciudad Valles, S.L.P. México/ diciembre 2021 68



1 E CTZAPIC Revista de divulgacion cientifica y tecnoldgica. ISSN: 2444-4944

Tecnolégico Nacional de México Campus Ciudad Valles

Revista Académico-Cientifica

5.0
4.5
4.0
35
3.0
2.5
2.0
15
1.0
0.5
0.0

Motilidad masal (1 -5)

Primer semana Segunda semana Tercer semana Cuarta semana Quintasemana Sextasemana

==@== Adicionada con pulpa de café = «@ = Sin adicion de pulpa de café

Figura 2. Promedios por semana de la Motilidad Masal. T1: con pulpa de café, T2: sin pulpa
de café, ay b son valores estadisticamente diferentes

Motilidad individual

Los promedios obtenidos en la variable motilidad individual no mostraron diferencias
significativas entre tratamientos (Con Pulpa: 66%; Sin pulpa: 63%) (P> 0.05), sin embargo
en el muestreo 3 mostro una diferencia estadistica (Figura 3); cabe mencionar que no
solamente resalta eso en el grafico sino la stbita caida en la motilidad la semana cuarta lo
cual puede deberse al incremento de la temperatura presente en la huasteca hidalguense.
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Figura 3. Promedios por semana de la Motilidad Individual. T1: con pulpa de café, T2: sin
pulpa de café, ay b son valores estadisticamente diferentes

Concentracién espermatica

En la variable concentracion espermatica no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (Con Pulpa: 2.3 x109/ mL; Sin Pulpa 2.3 x109/ mL) (P > 0.05) salvo en la quinta
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semana donde se acentla una ligera diferencia estadistica (Figura 4), aunque esto no
determina la efectividad de la pulpa de café.
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Figura 4. Promedios por semana de Concentracién espermatica. T1: con pulpa de café, T2:
sin pulpa de café, a'y b son valores estadisticamente diferentes

Prueba Hipoosmotica después del congelado de pajillas

Con respecto a los resultados obtenidos en esta variable no se encuentran diferencias
significativas entre tratamientos (Con Pulpa: 77.8; Sin Pulpa: 78.6) (P < 0.05), sin embargo,
se nota una diferencia en el tiempo enfatizando en la tercera semana (Figura 5); lo que nos
permite afirmar que la pulpa de café no tiene un efecto en la Prueba Hipoosmdtica a la
descongelacion del semen cuando se adiciona a una dieta de mantenimiento.
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Figura 5. Promedios por semana de la Prueba Hipoosmatica de semen congelado. T1: con
pulpa de café, T2: sin pulpa de café, ay b son valores estadisticamente diferentes
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CONCLUSIONES

Se concluye que la inclusion de la pulpa de café al 5% en una dieta de mantenimiento para
carneros no tiene efecto en las variables evaluadas en semen fresco y congelado. No obstante,
se encuentra en la segunda etapa de investigacion los analisis de la capacidad antioxidante
que nos determinaran si se debe incrementar los niveles de pulpa de café en la dietas para
nuevas investigaciones.
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