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Resumen 

Diez conejos de raza Neozelaildesa blanca, homogéneos por edad, peso y vol~imen del 

el,nculado, se alojaron en wia ccímara clinzcítica por 9 semaimas a 30°C por 22 horas al día coi1 2 

horas de remisión a 25°C. La humedad relativa fire mantenida al 70%. El control nzorfológico y la 

cuenta se hicieron sobre espermatozoos observados en corltrcrste de fase en el microscopio óptico 

(100x) y en el microscopio electrónico a escnnsión (de 2OOOx a 12000~). Mientras en el 

microscopio óptico no se obsenwoii variacioiies de las aiiomnlías de la cabeza, en el electróriico 

arrmentaroii de m a  vez y media irlmediatamente después del estrks (+150%; P<0,001) y se 

mantlrvieron después al mismo ni)-el. Mucho ntcís evidentes jireroir las nzodIficaciones de la cola. 

También en este caso las ai~omalins obser-c~adas con el microscopio electrónico fiierori mayores 

(t23%; P<O,O5). Con el óptico se observó un alimento mcís evidente en la cuarta y quinta semana 

(+95%; Pí0,001) coi1 decremento slrcesivo. El microscopio electróriico ofrece la posibilidad de 

relevar cantidades mucho mbs graildes de gotas citoplasmcíticns. En el periodo de pre-estrés las 

colas redobladas observadas al óptico sor1 cerca del doble (+98%; P<O,OOI); desplrés las 

diferericias crecen hasta 1111 mcíximo en la crrarta y qlri?ita senmia (+221%; P<0,001) para 

disminlrir después. El incremento de colas redobladas observable al microscopio óptico es 

importante porque permite 1112 control rutinario que plrede avisar que los reproductores han 

q~edndo sometidos demasiado tiempo al estrés térmico. 

Summary : Quantijication of spermatozoa abnormalities in rabbits aposed tu high ambient 

temperature. 

Ten N.Z. K rabbit brrcks, homogeneous for age, bodj weight and sperm ozltput, were located 

into a climatic chamber for 9 weeks nt 30°C. í%e expositioii time was 22 hours a day with a relative 
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remission for 2 horrrs nt 2j°C. Relative httmidi~ wns 70%. Ormmtitntive - cnlnlysis of abnormnlities 

were perfornted on sperníatozon obsenled by corrtrnst light microscope (4OOx) ni~d scnmirg 

elecírorz microscope Gfrom 2000x to 12000~). Jkrinbility of hend nbnormnlities, obsenyed by light 

níicroscope, wns ver- low. 0 1 1  the coiltrnry inrinbility observed by electroil microscope showed n 

sigmjicnirt incrense imníedintely nfter the hent stress (- 150%; P< 0.001) nild still renínined 

sigrl~jicnirtly high ti11 the errd of the treatníent. By light microscope tnil nbirornmlities hnd a peak nt 

the forrrth nnd fl ih week of hent stress (-93%; Pc'0.001) followed b j  decrensiig vc~lrres. By 

electrorl níicroscope n mrrch Inrger qrrniltip of citoplmíatic droplets c m  be obsenyed. 0 7 1  the 

coirtrnry the i i m  ber of coiled tnils, stlrdied by light microscope, cipyear Inrger (- 98% ; P~-: 0.001) 

in the pre-stress period N I  compcrrisorí to electroil microscope. The drfSerer1ce iilcrenses up to 

+221% (P<0.001) nt the dh- 5" iveek of hent stress. The varintioil of iirimber of coiled tnils 

ohsenvd by light microscope rrpyenrs risejirl to co~trol I f  rnbbit hzrcks hmv zirtdergoiie ni1 heat 

stress. 

Introducción 

Las temperaturas ambientales elevadas, frecuentes en los veranos de los países 

Mediterráneos, determinan una disminución de los parámetros productivos y reproductivos del 

conejo. Entre éstos se observa un descenso del ardor sexual y un empeoramiento de las 

características cuanti cualitativas del esperma ( Bagliacca et al., 1987; Radnai et al., 1988; 

Kuzminsky et al., 1990; Panella y Castellini, 1990; Battaglini et al., 1992; Finzi et al., 1995; Morera 

et al., 1995). 

Puesto que el control microscópico del semen es rutinario e indispensable en la práctica de 

los centros especializados y, en Italia, es común también en las empresas cunículas que, en su 

mayoría, practican autónomamente la inseminación artificial, se ha investigado si el control de las 

anomalías espermáticas tiene utilidad en la evaluación de la calidad del semen en relación con el 

estrés térmico. 

Además, para averiguar la cantidad de información obtenible, se han comparado las 

observaciones con el microscopio óptico con las efectuadas con el microscopio electrónico a 

escansión. 

Material y métodos 

Diez conejos de raza Neozelandesa blanca, homogéneos por edad (9 meses), peso (4,0+_0,2 

Kg) y volumen del eyaculado (0,6+0,1 ml), se alojaron en una cámara climática por 3 semanas de 

adaptación. La temperatura ambiental en la cámara se reguló a 20°C y la humedad relativa al 70%. 



La iluminación fue de 12 horas diarias. Después de este período, la temperatura de la cámara fue 

elevada por 9 semanas, a 30°C por 22 horas al día, con 2 horas de remisión a 25°C. La humedad 

relativa y el fotoperíodo fueron mantenidos invariados. 

El semen se recogió con vagina artificial 3 veces por semana. Cada muestra fue formada por 

dos eyaculados consecutivos. La primera de las tres muestras semanales se divididó para ser 

analizada al microscopio óptico y electrónico. 

Los espermatozoos se observaron en contraste de fase al microscopio optico (Nikon SE) 

que, con 400x, permite individuar muchos tipos de anomalías niorfológicas (Boussit, 1989). Cada 

muestra de semen fresco fue diluida 1:  100 con una solución salina al 3% di NaCl (Bagliacca et al., 

1987) al fin de matar las células y permitir la cuenta. El análisis fue efectuado en cámara de Bürker 

después dos minutos. El control morfológico y la cuenta se hicieron sobre 600 epermatozoos por 

cada uno de los 10 machos a lo largo de las 12 semanas (3 en fase de pre-estrés). El examen al 

microscopio electrónico a escansión (5200 Jeol JSM) se hizo después de fijación del semen por dos 

horas en buffer 0,lM de cacodilato, pH 7,2, con 5% de glutaraldehido y 4% de paraformaldehido 

(Karnovsky, 1965). La desecación se hizo con CO: líquido en aparato Balzers (CPD 020) aplicado 

al soporte de las muestras y revestido con oro en evaporador (Balzers Union MED 010). La 

ampliación utilizada fue de 2 0 0 0 ~  a 12000x y las anomalías observadas se clasificaron conforme a 

un trabajo anterior (Kuzminsky et al., 1996). La cuenta y el control morfológico se hicieron sobre 

100 espermatozoos en 8 machos por 11 semanas (2 en fase de pre-estrés). 

Los datos fueron tratados estadisticamente por análisis del x2 (Camussi, 1995). 

Resultados y discusión 

Las anomalías de la cabeza son menos frecuentes de las de la cola (fig. 1). Se distinguen 

fácilmente también al examen óptico, pero con el microscopio electrónico se cuentan cantidades 

mayores (P<0,001) y las variaciones son más evidentes. Esto se debe al mayor poder de resolución 

de la escansión que permite observar también las anomalias acrosómicas (acrosoma anguloso, 

vesiculado y corrugado) además de las visibles al microscopio óptico (macro y microcéfalos, 

acrosomas hinchados, incompletos y ausentes). 

Mientras con el microscopio Óptico no se obsewaron variaciones, con el microscopio 

electrónico las anomalías de la cabeza aumentaron de una vez y media inmediatamente después del 

estrés (+150%; P<0,001) y se mantuvieron después a éste nivel. 

Mucho más evidentes fueron las modificaciones de la cola (fig. 1). Se han considerado como 

mayormente representativas las colas dobladas, redobladas y con gota citoplasmática. También en 

este caso las anomalías observadas con el microscopio electrónico fueron mayores (+23%; P<0,05). 



Con el óptico se observó un aumento desde la tercera semana pero se hizo más evidente en la cuarta 

y quinta semana (+ 95%; P<0,001) con decremento sucesivo. 

Para estudiar el efecto del estrés térmico sobre las anomalías de los espermatozoos se 

confirma que, con el microscopio óptico, es conveniente hacer referencia a las anomalías de la cola 

(Finzi et al., 1995). 

La presencia de gotas citoplasmáticas es debida a un residual de citoplasma al interior de la 

cola e indica formas inmaduras (Bart y Oko, 1989). El microscopio electrónico ofrece la posibilidad 

de relevar la presencia de cantidades mucho más grandes que con el óptico (fig.2), pero en ambos 

casos se observa una disminución inicial con aumento después de la quinta semana. 

Las cantidades de colas dobladas no difieren mucho con ambos sistemas de observación. Por 

el contrario, hay que subrayar que con el microscopio óptico las colas redobladas, única e 

importante excepción, aparecen mucho más numerosas en comparación con el microscopio 

electrónico. En el período de control son cerca del doble (+98%; P<0,001) y después las diferencias 

crecen hasta un máximo en la cuarta y quinta semana (+221%; P<0,001). Hay entonces que explicar 

el paradójico resultado de la mayor cantidad de anomalías observadas con el microscopio óptico y 

porque las curvas difieren entre ellas. 

Este trend es típico de otros parámetros influenciados por el estrés térmico, como por 

ejemplo la libido y la movilidad. Ambos llegan a su mínimo en la cuarta semana de estrés térmico 

(Morera et al., 1995). En este período llegan a la eyaculación los espermatozoos que empezaban su 

formación al subir de la temperatura ambiental. Por esta razón la curva de aumento de las colas 

redobladas hasta la cuarta semana y su disminución sucesiva se pueden interpretar como la 

expresión de un fenómeno real no observable con el microscopio electrónico. 

La explicación más simple es que la solución salina, utilizada para la preparación de las 

muestras, determina un efecto de torción sobre las colas de los espermatozoos que han perdido su 

movilidad, cuyo numero crece con el alargarse del período de estrés. El incremento de colas 

redobladas observable al microscopio óptico es importante porque permite un control rutinario que 

puede avisar que los reproductores han quedado sometidos demasiado tiempo al estrés térmico. 

Por el contrario no es posible una indicación inmediata de sufrimiento porque las gotas 

citoplasmáticas y las alteraciones acrosómicas, que aumentan desde la primera semana de estrés, 

son observables tan sólo con el microscopio electrónico. 
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Fig.1. Porcentajes de las anomalias espermaticas de conejos sometidos a estrés térmico. 
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Fig.2. Porcentajes de los espermatozoos con anomalias de la cola. 
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