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RESUMEN

El presente trabajo se planteé con un doble
objetivo. En primer lugar, para evaluar de forma
comparativa el efecto crioprotector de tres
diluyentes sobre las caracteristicas a la
postdescongelacion de las muestras espermati-
cas de alta (ACl) y baja calidad (BCI) inicial
obtenidas postmortem en el ciervo. Y en segun-
do lugar, para determinar las posibilidades
fecundantes reales de las dosis espermaticas
asi congeladas mediante la realizacion de una
prueba in vivo de inseminacion artificial. Los tres
diluyentes utilizados en el primer experimento
fueron: Citrato sédico-fructosa, Tris-lactosa y
Triladil®.

Las muestras esperméticas fueron recogi-
das del epididimo después de la muerte de los
venados. Para evaluar los efectos de estos tres
diluyentes sobre las caracteristicas espermati-
cas se determinaron el porcentaje de movilidad
individual (MI), la tasa de acrosomas intactos
(Al) y el porcentaje de espermatozoides con
endésmosis positiva (E+). La evaluacion de las
muestras espermaticas reflejo diferencias esta-
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disticamente significativas (p<0,001) en funcién
del diluyente empleado y de la interaccion dilu-
yente-calidad inicial de las mismas. Asi, para las
dosis ACI los mayores valores (p<0,001) de M,
Aly E+ ala descongelacion se obtuvieron para el
diluyente a partir de lactosa. Por el contrario,
para las dosis BCI, fue el diluyente Triladil® el que
mejores valores de calidad espermaética
postdescongelacion reporté. En el segundo ex-
perimento, un grupo de 17 ciervas ibéricas fue
inseminado con dosis congeladas con Triladil®
debido a que eran muestras BCI. Para ello,
inicialmente se sincronizo la ovulacion mediante
la aplicacion intravaginal de 2 CIDRs (0,33 g de
Progesterona cada uno), inyectandose 300 Ul de
eCG en el momento de la retirada de los dispo-
sitivos. Los animales se inseminaron dos veces
(alas 44y 66 h de la retirada de los CIDRs) por
via vaginal. Los resultados de fertilidad se deter-
minaron sobre la base de los datos de los partos.
De las 17 ciervas inseminadas, 4 (23,5 p.100)
guedaron gestantes y parieron a los 235+4 dias
de la inseminacién artificial.
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SUMMARY

Our research had two aims. First, to assess
and compare the cryopreserving effects of three
extenders on the characteristics after thawing of
sperm of high (HIQ) and low (LIQ) initial quality in
samples obtained postmortem in red deer. The
second aim was to assess the true fertilising
capability of sperm doses thus frozen by means
of an artificial insemination trial.

The three diluents used in the first test were:
a Sodium citrate-fructose extender, the
commercial extender Triladyl®, and a Tris-lactose
diluent.

The sperm samples were obtained from the
epydidimis of the deer after their death. To assess
the effects of these three extender on the sperm
characteristics the following variables were
evaluated: percentage of individual motility (IM),
rate of intact acrosomes (IA) and the percentage
of spermatozoa with positive endosmosis (E+).
The analysis of sperm samples showed a
significant effect (p<0.001) of the different
extenders and an interaction of extender-initial
quality of the samples for all the variables
mentioned.

Thus, for the HIQ doses the greatest values
(p<0.001) of IM, IA and E+ after thawing were
obtained in samples using lactose as cryopro-
tective. In contrast, for the LIQ doses the diluent
that produced the best sperm quality at thawing
was Triladil®.

In the second experiment, a group of 17
Iberian hinds were inseminated with sperm doses
frozen with Triladil® as the samples had LIQ. To
conduct the insemination, ovulation was
synchronised applying 2 CIDRs simultaneously
inside the vagina (each having 0.33 g of P,), and
300 Ul of eCG were injected at the time of CIDR
removal.

The females were inseminated twice (at 44
and 66 h after CIDR removal) via vagina. The
fertility results were assessed from the birth
recorded. Conception was confirmed in 4 hinds
by birth of 4 fawns (23.5 percent).

INTRODUCCION

Las técnicas de Reproduccién Asis-
tida presentan numerosas posibilida-
des para ser empleadas para la propa-
gacion y conservacion de las distintas
especies de cérvidos. En el caso del
ciervo ibérico Cervus elaphus hispa-
nicug, el empleo de una de estas téc-
nicas, como es la inseminacion artifi-
cial con semen descongelado presenta
un gran interés debido a las numerosas
ventajas que dicha tecnologia puede
aportar para nuestra subespecie. Asi, y
debido a la utilizacién de los cercados
para la ordenacion cinegética de las
fincas, se esta provocando una profun-
da alteracion del movimiento de las
reses, originandose en muchos casos
la fragmentacion de las poblaciones.
Esta fragmentacién de las poblaciones
ocasiona un alarmante aumento de la
consanguinidad con los consiguientes
riesgos que ello conlleva (Raks$ al.,
1979). Una de las posibles soluciones
a este problema es la inseminacién
artificial de las ciervas con semen des-
congelado procedente de venados se-
lectos abatidos durante el desarrollo
de las distintas actividades cinegéticas.
Sin embargo, para afrontar con ciertas
garantias de éxito un programa de in-
seminacion artificial de esta naturale-
za, se hace necesario en primer lugar
el desarrollo de una metodologia de
congelacion de los espermatozoides
obtenidospostmortemen el ciervo,
gue reporte unas buenas caracteristi-
cas esperméticas a la postdescon-
gelacion y que mantenga el poder
fecundanten vivo de los espermato-
zoides asi conservados.

Por todo ello, y debido al interés
que presenta el desarrollo de un pro-
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grama de inseminacion artificial para Una vez realizada dicha contrastacion
la conservacion de la diversidad gené- inicial, se clasificaron los mismos en
tica en el ciervo ibérico se ha plantea- muestras de alta (ACI) o de baja cali-
do el presente trabajo, el cual ha teni- dad (BCI) inicial. Los criterios mini-
do dos objetivos. En primer lugar, la mos establecidos para clasificar una
evaluacion de forma comparativa del muestra como de ACI fueron MI>50
efecto crioprotector de tres diluyentes p.100y AI>75 p.100. Posteriormente,
sobre las caracteristicas espermaticasse mezclaron las muestras esperméaticas
a la postdescongelacién de muestrasde una misma categoria procedentes
de distinta calidad inicial obtenidas de tres machos distintos, dividiéndose
postmortenen el ciervo. Y ensegundo el volumen final de cada mezcla en
lugar, la determinacion de las posibili- tres alicuotas con el fin de desarrollar
dades fecundantes reales de las dosison cada una de ellas, las tres técnicas
esperméticas asi congeladas mediantede congelacion evaluadas. Como
la realizacion de una pruebavivode diluyentes para la conservacién del
inseminacion artificial. semen se utilizaron los tres siguientes:
A: Citrato sédico y fructosa
(Krzywinski, 1981).

MATERIAL Y METODOS B: Triladil® (Haigh y Hudson,
. . . 1993).
El trabajo experimental se planifi- C: Tris-lactosa (Diluyente experi-

cé en dos fases, constituyendo cadamental).
una de ellas experimentos consecuti-  Los tres diluyentes incorporan en

vos en el tiempo. su constitucion diferentes concentra-
ciones de glicerol y yema de huevo. El
ExperIMENTO 1 procesado de las muestras para su

Este trabajo se realizé a partir de congelacion fue similar para los 3 me-
muestras espermaticas obtenidasdios empleados, diluyéndose inicial-
postmortemde los epididimos de 75 mente las muestras a temperatura am-
venados adultos abatidos por caceriabjente con una primera fraccion sin
selectiva durante la época repro- glicerol de cada menstruo. Posterior-
ductiva. La recogida de los aparatos mente, el material seminal fue refrige-
reproductores se llevo a cabo entre lasrado a BC en 90 min, realizandose una
10y las 20 horas después de la muertesegunda dilucién a dicha temperatura
de los animales, retirando los 6rganos con la segunda fraccién de cada solu-
genitales completos del cuerpo de los cion crioprotectora (las cuales incor-
venados inmediatamente antes de suporan glicerol, diluyente Ay gliceroly
traslado al laboratorio en neveras por- lactosa, diluyente C). Las muestras
tatiles a 8C. Las gonadas llegaron permanecieron a°6 durante 2 horas
siempre al laboratorio dentro de las para su equilibracién. Para el Triledil
dos horas siguientes a su separacionla dilucién se realizé en un Unico paso,
del cuerpo de los animales. Posterior- afiadiéndose el volumen total de dilu-
mente se procedio a la obtencidon y yente a temperatura ambiente. Se en-
contrastacion de los espermatozoides. vasaron las dosis en pajuelas de 0,25
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ml, congelandose sobre vapores de Tabla I. Caracteristicas celulares iniciales

nltrogel_nq I'qu'do'bl‘? de,sco_ngelaén?cirg: de los espermatozoides epididimarios de
se realizo en un bano termico a ciervo*. (Initial cellular characteristics of red

durante 1 minuto. - deer epididymal spermatozoa).
Las muestras espermaticas fueron

evaluadas inmediatamente después de Tipo de Muestras

su obtencién, a la precongelacién y Calidad Alta  Calidad Baja
después de la descongelacion. Para (ACI) (BCI)
ello, se determinaron el porcentaje de

movilidad individual (Ml), la tasa de  Mi (p.100) 76,740,5° 45,0£2,0°
acrosomas intactos (Al) y el porcenta- Calidad Mov. (0-5)  3,8+0,1° 2,4%0,1°
je de espermatozoides con end6smosis?! (-100) 81,420,4° 69,61,4°

positiva (E+). Los datos obtenidos para -

.. . *Todos los valores estan expresados como
cada momento de evaluamon,, dilu- giacssem (n=75).
yente, tipo de muestra y parametro avgrypos en la misma fila con distintos
seminal evaluado fueron comparados superindices son estadisticamente diferentes
mediante el empleo de un analisis de (p<0,001).
varianza utilizando el paquete estadis-
tico SAS (SAS Institute, Cary, NC).
Las diferencias significativas entre fueron contenidas mecanicamente en
grupos fueron detectadas por el test deun inmovilizador. Las inseminaciones
significacion minima de Fisher. Serea- se realizaron los dias 19 y 20 de sep-
lizaron 5replicas independientes, eva- tiembre de 1996. Las dosis seminales
ludndose para cada momento, tipo de empleadas fueron obtenidas entre las
muestra, diluyente, parametro seminal 10 y las 24 de la muerte de 3 machos
evaluado y replica, 200 células esper- abatidos durante la época de berrea de

maticas. 1995. Las muestras espermaticas de
cadaindividuo se procesaron de forma
ExPERIMENTO 2 independiente mediante el empleo de

Este segundo experimento se reali- Triladil®, ya que eran muestras BCI.
z6 para evaluaim vivo la capacidad La metodologia utilizada en la conge-
fecundante de los espermatozoideslacién y descongelacion de las dosis
descongelados procedentes de ciervosfue idéntica a la descrita en el experi-
abatidos. Para ello, se emplearon 17mento anterior para este mismo
hembras de ciervo ibérico a las que sediluyente. Los resultados de fertilidad
indujo y sincronizé la ovulacion me- se determinaron por el niimero de hem-
diante la aplicacion intravaginal y si- bras paridas con relaciéon al de
multanea de 2 CIDRs (0,33 g de inseminadas.

Progesterona cada uno), inyectandose

300 Ul de eCG en el momento de la

retirada de los dispositivos. Los ani- RESULTADOS Y DISCUSION

males se inseminaron dos veces (a las

44y 66 h de la retirada de los CIDRS) Los resultados obtenidos con rela-
por via vaginal, para ello las ciervas cion ala calidad espermatica inicial de
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las muestras aparecen reflejados en lado los valores mas bajos para el
tabla I, observandose diferencias es- diluyente citrato-fructosa. Por el con-
tadisticamente significativas (p< trario, cuando las muestras son BClI,
0,001) para todos los parametros los mejores valores (p<0,05) de cali-
seminales analizados en funcién del dad espermética a la descongelacion,
tipo de muestra evaluada. Este hechose obtienen para el Trila8ljl apare-
nos demuestra que, efectivamente, lasciendo los peores para la lactosa y el
muestras ACl y BCI son inicialmente citrato-fructosa. Estos resultados nos
diferentes. demuestran la existencia de una inte-
Por otro lado, los efectos de los tres raccion altamente significativa (p<
medios evaluados sobre las caracteris-0,001) entre la calidad inicial de las
ticas espermaticas a la postdescon-muestrasy el diluyente empleado para
gelacion en los dos tipos de muestrasla conservacion de las mismas sobre
analizadas aparecen representados enos pardmetros evaluados a la descon-
la tabla Il . Como puede observarse, gelacion. Por tanto, la capacidad
cuando las muestras son ACI los ma- crioprotectora del diluyente a partir de
yores valores (p<0,05) de calidad lactosa parece estar condicionada por
espermética son aportados, para todosla calidad inicial de las muestras. Asi,
los pardmetros analizados, por el para las muestras ACI este diluyente
diluyente experimental que incorpora resulta ser el medio protector mas efi-
lactosa en su compaosicién; aparecien- caz, sin embargo no demostré esta

Tabla Il. Efectos de tres medios crioprotectores sobre los parametros celulares a la post-

descongelacion de las muestras esperméticas de diferente calidad inicial obpesimtasrtem
en el ciervo* (Effects of three cryoprotective extenders on post-thawing cellular parameters of different
quality deer sperm samples obtained postmortem).

Muestras de alta calidad inicial (ACI)

Ml Al E+
Citrato-fructosa 35,0+0,9¢ 37,3+0,9¢ 37,5+0,7¢
Tris-Lactosa 58,6+0,92 58,0+0,8° 52,7+1,12
Triladil® 49,2+0,7° 45,3+0,8"° 44,1+0,8°

Muestras de baja calidad inicial (BCI)

Ml Al E+
Citrato-fructosa 16,0+1,9¢ 44,9+2,9° 60,7+2,9°
Tris-Lactosa 21,0+1,0° 45,6+1,2° 42,4+1,1°
Triladil® 38,6+1,72 60,2+1,4" 71,2+2,72

*Todos los valores son mediastSEM (n=25).
abeGrupos dentro de la misma columna con distintos superindice difieren estadisticamente (p<0,05).
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misma eficacia crioprotectora cuando provocando, por tanto, un mayor gra-
las muestras eran BCI. Lapresenciadedo de lesiéon en las membranas
lactosa en el medio provoca la apari- plasméticas de estas células durante
cién de un estado de hipertonicidad los procesos de congelacién-descon-
que puede originar la deshidratacion gelacion.

celular, evitando asi la formacién de Por ultimo, los resultados del se-
cristales intracelulares y protegiendo gundo experimento nos indican que de
de esta manera, mejor que el resto delas 17 ciervas inseminadas con dosis
diluyentes evaluados, de los efectos seminales procedentes de venados
nocivos que la congelacion tienen so- muertos, 4 (23,5 p.100) quedaron ges-
bre las células espermaticas. Sin em-tantesy parieron a los 23514 dias de la
bargo, enlas muestras BCI, los efectosinseminacion. Estos resultados mues-
beneficiosos de la lactosa no s6lo no tran por primera vez el nacimiento de
se observan, sino que ademas parecenuevos individuos en ciervo rojo me-
presentar un efecto perjudicial para diante el empleo de células espermati-
los espermatozoides. Ello puede ex- cas criopreservadas obtenidas de ani-
plicarse sobre la base de que los espermales muertos, pudiendo tener estas
matozoides pertenecientes a estasobservaciones implicaciones muy im-
muestras mas sensibles, no soportan elportantes de cara a la conservacion de
estrés osmoético debido a la presenciaespecies o subespecies de cérvidos en
de lactosa en el medio crioprotector, peligro de extincién.
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