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SUMMARY

The purpose of the present work was study the effect of different thaw temperatu-
res (5°C during 2 min, 40°C during 10 sec y 65°C during 6 sec ) about the thawed
semen ram survival assayed by determination of individual motility, acrosomic inte-
grity and hipoosmotic swelling test.

The thaw of semen at 5°C, front to 40°C y 65°C, has unfavorable effect for the
noted parameters.

RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion, se estudia la influencia del uso de distintas
temperaturas de descongelacién (5°C durante un periodo de tiempo de 2 min, 40°C
durante 10 seg y 65°C durante 6 seg), sobre la viabilidad del semen descongelado de
morueco, cuantificada mediante la determinacién de la motilidad, la integridad acro-
s6mica y el test de endésmosis celular.
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La utilizacién de la temperatura de descongelacién de 5°C, comparada con 40°C y
65°C, tiene un efecto depresivo en los tres parametros estudiados.

INTRODUCCION

Tradicionalmente la inseminacién artificial ovina se ha venido realizando con
semen diluido, fresco o refrigerado, pero se considera, que al igual que sucedié con
el gﬁfﬂad.o vacuno, esta técnica de reproduccién asistida no podrd alcanzar un grado
de difusién importante sin 1a utilizacién del semen descongelado.

: La congelacién del semen de morueco conlleva dificultades técnicas que repercu-
e o . - z 1

n en la fertilidad obtenida, ya que generalmente ésta es mds baja con semen des-
congelado que con semen fresco,

ﬁ:;:l;gzi almacenada y congele-xdva tiene que.ca]en[arsc hasta Hegz}r a temperaturas
para poder volver a vivir. La velocidad de descongelacién es un hecho al
Qule no se le concede toda la atencién que se debiera, y mucho menos que a la de con-
gfn“‘;gg;rpmblablememg por ser poco'mani_ﬁeslos Io§ F:laﬁos en el resultado final™.
del procesﬁcgez recuperacxg? y Supel'Vlvenc%a’Cspcnnallca dependen en gran manera
piada’ escongelacién, sobre todo, si éste no se lleva a cabo de la forma apro-
g Nuestro obj
lizacion de] s
aceptab

€lvo en este trabajo, es estudiar las mejores condiciones para la uti-
er‘nen de morueco, con el propésito de obtener unas tasas de fertilidad
40°C ylgg;(g“é Se pretenden anzlalizar tres temperaturas de descongelacion (§°C,

» comprobando mediante una serie de pruebas in vitro (motilidad indi-

vidual, endg - :
) Smosis celular y acrosomia) e i6n espermadtica des-
congelada y ) el estado de la poblacién esp

MATERIAL Y METODOS

Se ha utilizado sem
co_mprendiclas entre d
ahmentacic‘m
libitum,

en procedente de cinco moruecos de raza Churra, de edades
; 0s y tres afios y mantenidos en régimen de estabulacién con una
MixXta, a base de concentrado comercial y heno de hierba, y agua ad

La recooj -
1da o E el
Béndin Iogs Sseminal se realizé con vagina artificial termorregulada a 40°C, some-
(espaciadg alnlmales aun régimen sexual de dos recogidas semanales con doble salto
s15a20 minutos) en cada una de ellas.

mll?rqnﬁ]i]l(i)sazyicazl;dgi con unas caracteristicas r.m’nimas de calidad (Vo]umen 20,5
espermatozoidesfia] = -eI'l una escala de va]oraC{én de 1 a 5- y concentracién=3x FO"
W il -medl?ntg espectr_ofﬂtometrla—) Se procesaron para su posterior

N siguiendo la técnica descrita por Anel et al 2.
ex]};):ri?:i:eﬂzo con la me%odologfa de descongelacién se establecieron HES SEUPOS
Ntales con 30 pajuelas (de 0,25 ml) cada uno: Grupo 1 en un bafio termos-
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tatico de agua a 65°C durante 6 segundos; Grupo 2 en un bafio de agua a una tem-
peratura de 40 °C durante 10 segundos; Grupo 3 las pajuelas se introducen en agua
con hielo picado a 5°C durante 2 minutos.

Una vez descongeladas las muestras se realizaron las siguientes pruebas de con-
trastacién seminal: Test de integridad acrosémica’, Test de enddésmosis celular”,
Motilidad individual®.

El estudio estadistico de los resultados se llevé a cabo por medio de un andlisis de
varianza y covarianza con el programa estadistico BMDP Statistical Software
(BMDP, 1983).

RESULTADOS

De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla n°l y Gréfica 1), se observa que la
descongelacién de las dosis seminales a 5°C (2 min) frente a las temperaturas de
65°C (6 seg) y 40°C (10 seg) produce una disminucién de la supervivencia esper-
matica cuantificada con la motilidad individual (p<0,05), acrosomas normales
(p<0,05) y positividad al test de endésmosis celular.

Tabla n°L.- Valores obtenidos para los diferentes pardmetros de contrastacion semi-
nal analizados, teniendo en cuenta la temperatura de descongelacion.

Acrosomia (%) Endosmosis (%) Motilidad individual (%)

5°C 25,7 * 103 a 497 = 11,4 159 = 10,6 a
40°C 36,4+ 15,02 b 534 =115 3L £219b
65°C 409 = 16,2 b 534 £ 11,6 31,8 =206 b

a,b. En la misma columna, valores con distinto indice difieren significativamente, (p<0,05).

DISCUSION

La mayoria de los métodos que se han utilizado para la descongelacién del semen
de morueco han utilizado 38-42°C de temperatura®®. Sin embargo, otros autores obtu-
vieron una clara ventaja con temperaturas de 75°C frente a 35 y 4°C con una mejor
viabilidad del semen descongelado, y otros®" con descongelaciones a 70°C.

Otros investigadores*’ también prefieren temperaturas altas (60°C) de desconge-
lacién aunque, al igual que sefiala Pontbriand y col." una descongelacion a 36-40°C
frente a temperaturas de 50-70°C no parece tener efecto en la motilidad e integridad
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Grafica 1. Parametros de contrastacion seminal
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ZTOSémi"ca p_ostdescongelacidn. En la misma linea se encuentra el trabajo de
ngulo’, quien al descongelar a 36°C (8 seg) y 70°C (4 seg) no hallé diferencias sig-

ni i 4
liii(;atwas entre los dos grupos de pajuelas, al obtener unas tasas de fertilidad simi-

igagse?iz;ﬂ;l tl?:zs% los aut’ores consyltados coinciden en que las descongelaciones

sy trat.::'ct_o m;s beneficioso que las ]entgs’, comc-idiendo-con los datos

cbtenide L aJo. En las pruebas c.ie contrastacion seml_nal-rea]lzadas, hemos

postdescongelacién czmegte (p<'0,05) mejores resultadqs’ dc‘vTabllidad espermadtica

altas, (40 6 65°C) uean o utilizamos una descongelacién rgplda, con temperaturas

oSt i A ?uanqo empleamos una descon.gf?lamén lenta (4°C), sin que
encias significativas (p>0,05) cuando se utilizan 40 6 65 °C.

s B ol ine un efecto desfavarable sobre las céulas esper-
lufos Aebin s camb(i)ga o probablem::ntc con las aItergcnopes sufridas por las cé-
les de:Hisie S S m‘triacelulares. Durante el enfriamiento se forman crista-
meran por un Calentam;e?-ll:e Uﬂlcafflente se _vuelven letales cua!ldo crecen o se aglo-
CofiEelnitn B O, p%sterlor SUﬁClente!nentc lentq Sin embargo si la des-
crecer, antes de que se alcar:pl E; para que los f:nstales d.e t-ut?lo no tengan tiempo de
lacién entr g RGPt a8 fusion, o EAistan problemas. La corre-

¢ muerte celuiar y recristalizacién es evidente en una descongelacién

)
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lenta, pero ésto sélo es asi para unas pocas células, aquellas enfriadas en condiciones
supraéptimas (cuya supervivencia mejora claramente cuando la velocidad de des-
congelacion aumenta), no obstante, la supervivencia es relativamente grande y bas-
tante menos influenciada por la velocidad de descongelacion, cuando las células han
sido congeladas con velocidades por debajo del 6ptimo®. Por lo tan to la recristaliza-
cién estd influida por la descongelacion aunque depende de cémo se realice la con-
gelacion.

Este acontecimiento de la formacién de hielo intracelular, con cristales de mayor o
menor tamano, explica porqué las células congeladas rdpidamente son sensibles a
una descongelacién lenta.

Ahora bien si se enfria el esperma de los mamiferos de una manera lo suficien-
temente lenta como para imposibilitar la formacién de hielo, la descongelacion rdpi-
da puede aportar la misma o una mayor supervivencia que la lenta.

De todo lo expuesto se deduce que este paso debe ser lo suficientemente rapido
para reducir la oportunidad de que crezcan los cristales de hiclo® y permitir una
mayor viabilidad. Parece, por consiguiente, de gran importancia para el semen de
morueco, que el espermatozoide pase por este rango de temperaturas de descongela-
cidn tan rdpido como sea posible.

La metodologia® empleada en este trabajo para alcanzar la temperatura de refrige-
racién de 5°C y de congelacién de -100°C, podria explicar la necesidad de utilizar
una temperatura alta de descongelacién para obtener unas tasas Gptimas de recupe-
racién espermatica.

Ademds, Miler y Mazur® afirman que si el dafo celular, a velocidades de conge-
lacién por debajo del éptimo, resulta de la exposicion al efecto solucién, se obtendria
una mejor supervivencia celular cuando la descongelacion se realice ripidamente, ya
que ésto significa una exposicién mds corta al efecto solucion.
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SUMMARY

Forty-nine intestinal infracommunities of woodmouse (Apodemus sylvaticus) were
studied. They were related to the habitat and rodent somatic parameters:weigth,
length and the index length/weigth.

The data obtained show that the nine infrapopulations found have different
effects on the host. Hymenolepis diminuta restricts its length and some digenea
and particularly a nematode, Trichuris muris, origin important pathogenic effects
that decrease the weigth and increase the index length/weigth considerably.

RESUMEN

Se estudiaron 49 infracomunidades intestinales de ratén de campo (Apodemus syl-
vaticus) relacionandolas con el hdbitat de procedencia y con pardmetros somaticos
del roedor: peso, longitud y el indice longitud/peso.
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