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Effect of L-carnitine and melatonin on cryosurvival and fertility of
spermatozoa of creole roosters (Gallus gallus domesticus)

Introduccion

La producciéon de pollo criollo (Gallus gallus
domesticus) en el Ecuador es de trascendental
importancia en la economia y nutricién de las
familias rurales y citadinas. El pollo criollo ha sido
considerado como un valioso recurso genético en la
produccién  de  traspatio,
importante recurso econémico y un producto
basico en la dieta tradicional (Toalombo, 2020). Por
lo tanto, es necesario buscar alternativas
biotecnoldgicas para maximizar el uso de este
material genético autéctono. La criopreservacion
espermatica e inseminacion artificial (IA) de aves ha

constituyendo  un

sido usado satisfactoriamente en gallinas de
diferentes razas (Ehling et al., 2012); sin embargo,
hasta donde conocemos, el wuso de estas

biotecnologias reproductivas en aves criollas en
Ecuador, es deficiente o nula.

El choque de frio y el estrés oxidativo son los
principales factores que causan degeneracién celular
durante la criopreservacion de espermatozoides
aviares. Estos dafios ocurren a nivel de la membrana
plasmatica, membrana mitocondrial y acrosoma
(Blesbois, 2007). Una respuesta a estos efectos se
basa en el incremento del estrés oxidativo debido a
una produccién excesiva de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Los espermatozoides aviares se
hacen vulnerables a los radicales libres (ej. H,O,,
O,y OH") debido a los acidos grasos poliinsatu-

rados (PUFA) presentes en la membrana plasmatica
(Partyka et al.,, 2012). Consecuentemente, las ROS
se combinan facilmente con los PUFAs y conducen
a la produccién de una peroxidacion lipidica (LPO)
(Ansari et al., 2019), causando una disminucién de la
motilidad, viabilidad y capacidad fecundante de los
espermatozoides de gallo (Blesbois, 2007).

La L-carnitina (LC), un aminoacido resultante de la
sintesis de la metionina y lisina, que desempefia un
papel importante en la preservacion de la integridad
de la membrana, funcién mitocondrial y la
inhibicién de la apoptosis (Surai, 2015). Reportes
previos han evidenciado que la LC estimula la
motilidad de espermatozoides aviares (Fattah et al.,
2017); ademas posee un efecto crioprotector en
concentracion de 1 a 5 mM suplementando al
diluyente de congelacién (Partyka et al.,, 2012). Por
otto lado, la melatonina (ME), otro poderoso
antioxidante que neutraliza los efectos téxicos de
ROS ha sido usado para preservar la integridad
mitocondrial y a ayuda a mantener las funciones en
esperma aviar a una concentracién 6ptima de 10 uM
(Mehaisen et al., 2020).

En este sentido, esta investigacion evalué los
efectos de la ME y LC suplementado al medio de
congelacién sobre la criosupervivencia y fertilidad
de espermatozoides de gallos criollos (Gallus gallus
domesticus).
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Materiales y Métodos

Sesenta eyaculados de semen de 10 gallos criollos
adultos (8 — 24 meses) recolectados mediante masaje
dorsal (en 6 sesiones) fueron usados para conformar
12 agrupaciones (pools). Cada pool fue dividido en
tres alicuotas y cada una de ellas diluidas con el
diluyente Lake-Ravie (Lake y Ravie, 1984)
suplementado con 10 uM de ME, 5 mM de LC o no
suplementado (control). Las muestras de cada grupo
fueron congeladas utilizando dos rampas colocadas
dentro de una caja criogénica de 31 x 31 x 30,3 cm
de largo, ancho y alto respectivamente, que contenia
3,4 L de nitrégeno liquido (NL,). Las muestras de
cada grupo fueron cargadas en pajuelas de 0,25 ml y
expuestas a vapores de NL,; se colocaron en la
primera rampa a 17 ¢cm por encima de la superficie
de NL, durante 4 minutos, y luego se colocaron en

una segunda rampa inferior a 1 cm por encima de
NL, durante 2 minutos méas. Un total de 360
pajuelas fueron congeladas: ME (n=120 pajuelas),
LC (n=120 pajuelas) y control (n=120 pajuelas). La
mitad de las pajuelas fueron descongeladas y
analizadas su cinematica espermatica e integridad de
la membrana plasmatica (equivalente a la viabilidad)
mediante el uso del sistema CASA (SCA-Ewvolution
2018®) y la prueba fluorescente con yoduro de
propidio, respectivamente. La otra mitad de las
pajuelas sirvieron para evaluar la fertilidad después
de inseminar artificialmente 30 gallinas ponedoras
(10  gallinas / tratamiento) en 6 sesiones
consecuentes cada 3 dfas usando una concentracién
de 300 x 10° espermatozoides/gallina.

Resultados y Discusion

La LC estimul6 la motilidad y protegié a los
espermatozoides  después del  proceso  de
congelacion — descongelaciéon. Después de la
descongelacién, la LC incrementd (P<0,05) la
motilidad progresiva comparado con el control. De
hecho, la adicion de LLC no vari6é las velocidades
(curvilinea [VCL] promedio [VAP] y rectilinea
[VSL], P>0,05) comparado con los valores en fresco
(Tabla 1). Ambos, la LC y ME incrementaron la

integridad de la membrana plasmatica (viabilidad)
comparado con el control (44,1 + 1,95% y 42,0 *
1,90% vs. 34,6 * 1,90%, respectivamente). Los
diluyentes que se usan para refrigerar o congelar
espermatozoides de aves deben complementarse
con antioxidantes como la ME (Mehaisen et al.,
2020) o LC (Fattah et al., 2017) para mitigar y
superar los efectos nocivos de la criopreservacion,
como la LPO. Las propiedades antioxidantes de LC

Tabla 1. Parametros cinematicos de espermatozoides de gallo criollo frescos y criopreservados con

Melatonina (ME) y L-carnitina (ILC).

Fresco Congelado / descongelado
Parametros Control ME L-C Control ME L-C
(n=10) (n=10) (n=10) (n=060) (n=60) (n=060)

MT (%) 74,0 %494 727 %6060 77,9+ 347" 48,0+ 440 50,9+ 371¢ 58,5 + 3,88
MP (%) 18,5 £347% 184 +£308> 220+£274 490704 109 £ 1,25 13,1 £ 0,82b¢
VCL (um/s) 42,9 £281% 425+370% 50,6+283" 278+ 122 26,7+ 1,55 31,2 + 2,35b¢
VAP (um/s) 255+1,89* 251£286* 30,6+236" 148+0,83 143+ 127° 17,2 £1,27b¢
VSL (um/s) 16,6 £ 1,80 15,7 £2,68" 19,6 +239* 79+ 0,55 8,5+ 1,21¢ 9,6 £ 0,71b¢
STR (%) 56,2 1324 532+367 56,513,07 4871+210 51,1 £2,50 51,6 £ 1,57
LIN (%) 3701343 343+366 37,1%£3,18 297+175 29,4 + 2,08 31,3 £ 1,45
WOB (%) 584 +t247 568+288 59,7+t218 538+ 1,89 51,3 £ 225 54,8 £ 1,50
ALH (um) 224+ 016* 224 +0,15® 256+0,13* 1,74 0,06 1,60 £ 0,06¢ 1,89 = 0,11b¢
BCF (Hz) 4721041 433+£041* 478+042* 272+0,19> 2,60 £ 0,10 295+ 1,17b

MT, motilidad total; MP, motilidad progresiva; VCL, velocidad curvilinea; VAP; velocidad promedio; VSL,

velocidad rectilinea; STR, rectitud; LIN, linealidad; WOB, oscilacion), ALLH, desplazamiento lateral de la cabeza; y
BCEF, frecuencia de batida del flagelo. Diferentes superindices en cada fila indica diferencias significativas entre
tratamientos en cada pardmetro cinematico (a —b — ¢, P < 0,05;a2 — ¢, P < 0,01).
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incluyen la eliminaciéon de radicales libres, la
destruccién de peroxidos y la quelacion de metales.
La LC también preserva la integridad de la
membrana plasmatica, la funcién mitocondrial y la
(Surai, 2015). Los
resultados de esta investigacion son consistentes a

inhibicion de la apoptosis

los reportes anteriores.

Reportes anteriores han demostrado que la adicion
de ME al medio de congelacién mejoré la motilidad
(Mehaisen et al, 2020) y la integridad de la
membrana plasmatica (Appiah et al, 2019); sin
embargo, los resultados de esta investigacién
demostraron que la ME sélo mejoré la viabilidad.
Posiblemente, la raza puede ser un factor influyente
en los parametros cinematicos y la ME.

Las gallinas inseminadas artificialmente con semen
criopreservado de gallo suplementado con LC
incrementé (P<0,05) la fertilidad comparado con el
semen criopreservado sin antioxidante (control) o
con ME (17,8 + 4,05% vs. 3,6 £ 206% y 6,9 *
2,52%, respectivamente) (Fig. 1).

La fertilidad del semen de gallo refrigerado ha sido
mejorado adicionando ImM y 2 mM de LC al
diluyente (Fattah et al, 2017),
investigacion, sin embargo, obtuvimos una mayor

en nuestra
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Fig.1. Fertilidad lograda con de muestras criopreservadas
con LC, ME y control después de una IA. Letras
diferentes en cada barra indica diferencias significativas
entre tratamientos (a — b, P < 0,05).

fertilidad con 5 mM de LC después congelar y
descongelar semen de gallo criollo. No obstante,
varios factores pueden influir en la fertilidad tales
como como la raza (gallina), la técnica utilizada, el
nimero de  espermatozoides, los  factores
ambientales, la profundidad de la deposicién del
semen entre otros (Chalah et al., 2009).

Conclusion

La adiciéon de L-carnitina al medio de congelacién
incrementé la progresividad, integridad de la
membrana plasmatica y la fertilidad de los

espermatozoides de gallo criollo. Sin embargo, la
adicién de la ME al medio de congelacién,
solamente mejor6 la viabilidad espermatica
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