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Resumen

Diez conejos de raza Neozelandesa blanca, homogéneos por edad, peso y volumen del
eyaculado, se alojaron en una camara climdtica por 9 semanas a 30°C por 22 horas al dia con 2
horas de remision a 25°C. La humedad relativa fue mantenida al 70%. El control morfologico y la
cuenta se hicieron sobre espermatozoos observados en contraste de fase en el microscopio dptico
(400x) y en el microscopio electronico a escansion (de 2000x a 12000x). Mientras en el
microscopio optico no se observaron variaciones de las anomalias de la cabeza, en el electronico
aumentaron de una vez y media inmediatamente después del estrés (+150%,; P<0,001) y se
mantuvieron después al mismo nivel. Mucho mds evidentes fueron las modificaciones de la cola.
También en este caso las anomalias observadas con el microscopio electronico fueron mayores
(+23%,; P<0,03). Con el dptico se observo un aumento mds evidente en la cuarta y quinta semana
(+95%; P<0,001) con decremento sucesivo. El microscopio electronico ofrece la posibilidad de
relevar cantidades mucho mds grandes de gotas citoplasmdticas. En el periodo de pre-estrés las
colas redobladas observadas al optico son cerca del doble (+98%; P<0,001); después las
diferencias crecen hasta un mdximo en la cuarta y quinta semana (+221%; P<0,001) para
disminuir  después. El incremento de colas redobladas observable al microscopio dptico es

importante porque permite un control rutinario que puede avisar que los reproductores han

quedado sometidos demasiado tiempo al estrés térmico.

Summary: Quantification of spermatozoa abnormalities in rabbits exposed to high ambient

temperature.

Ten N.Z.W. rabbit bucks, homogeneous for age, body weight and sperm output, were located

into a climatic chamber for 9 weeks at 30°C. The exposition time was 22 hours a day with a relative
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remission for 2 hours at 25°C. Relative humidity was 70%. Quantitative analysis of abnormalities
were performed on spermatozoa observed by contrast light microscope (400x) and scanning
electron microscope (from 2000x to 12000x). Variability of head abnormalities, observed by light
microscope, was very low. On the contrary variability observed by electron microscope showed a
significant increase immediately after the heat stress (+~150%; P<0.001) and still remained
significantly high till the end of the treatment. By light microscope tail abnormalities had a peak at
the fourth and fifth week of heat stress (—95%; P<0.001) followed by decreasing values. By
electron microscope a much larger quantity of citoplasmatic droplets can be observed. On the
contrary the number of coiled tails, studied by light microscope, appear larger (+98% ; P<0.001)
in the pre-stress period in comparison to electron microscope. The difference increases up to
+221% (P<0.001) at the 4”- 5" week of heat stress. The variation of number of coiled tails

observed by light microscope appears useful to control if rabbit bucks have undergone an heat

Stress.

Introduccion

Las temperaturas ambientales elevadas, frecuentes en los veranos de los paises
Mediterraneos, determinan una disminucioén de los parametros productivos y reproductivos del
conejo. Entre éstos se observa un descenso del ardor sexual y un empeoramiento de las
caracteristicas 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 microscopico del semen es rutinario e indispensable en la practica de
los centros especializados y, en Italia, es comun también en las empresas cuniculas que, en su
mayoria, practican autonomamente la inseminacion artificial, se ha investigado si el control de las
anomalias espermaticas tiene utilidad en la evaluacion de la calidad del semen en relacion con el
estrés térmico.

Ademads, para averiguar la cantidad de informacion obtenible, se han comparado las
observaciones con el microscopio Optico con las efectuadas con el microscopio electronico a

escansion.

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 cimara climatica por 3 semanas de

adaptacion. La temperatura ambiental en la cimara se regul6 a 20°C y la humedad relativa al 70%.
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La iluminacion fue de 12 horas diarias. Después de este periodo, la temperatura de la camara fue
elevada por 9 semanas, a 30°C por 22 horas al dia, con 2 horas de remision a 25°C. La humedad
relativa y el fotoperiodo fueron mantenidos invariados.

El semen se recogio con vagina artificial 3 veces por semana. Cada muestra fue formada por
dos eyaculados consecutivos. La primera de las tres muestras semanales se dividido para ser
analizada al microscopio optico y electronico.

Los espermatozoos se observaron en contraste de fase al microscopio optico (Nikon SE)
que, con 400x, permite individuar muchos tipos de anomalias morfologicas (Boussit, 1989). Cada
muestra de semen fresco fue diluida 1:100 con una solucion salina al 3% di NaCl (Bagliacca et al.,
1987) al fin de matar las células y permitir la cuenta. El analisis fue efectuado en camara de Buirker
después dos minutos. El control morfologico 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 electronico a escansion (5200 Jeol JSM) se hizo después de fijacion del semen por dos
horas en buffer 0,1M de cacodilato, pH 7,2, con 5% de glutaraldehido y 4% de paraformaldehido
(Karnovsky, 1965). La desecacion se hizo con CO; liquido en aparato Balzers (CPD 020) aplicado
al soporte de las muestras y revestido con oro en evaporador (Balzers Union MED 010). La
ampliacion utilizada fue de 2000x a 12000x y las anomalias observadas se clasificaron conforme a
un trabajo anterior (Kuzminsky et al.,, 1996). La cuenta y el control morfologico se hicieron sobre
100 espermatozoos en 8 machos por 11 semanas (2 en fase de pre-estrés).

Los datos fueron tratados estadisticamente por analisis del %* (Camussi, 1995).

Resultados y discusion

Las anomalias de la cabeza son menos frecuentes de las de la cola (fig.1). Se distinguen
facilmente también al examen Optico, pero con el microscopio electronico se cuentan cantidades
mayores (P<0,001) y las variaciones son mas evidentes. Esto se debe al mayor poder de resolucion
de la escansion que permite observar también las anomalias acrosémicas (acrosoma anguloso,
vesiculado y corrugado) ademas de las visibles al microscopio Optico (macro y microcéfalos,
acrosomas hinchados, incompletos y ausentes).

Mientras con el microscopio Optico no se observaron variaciones, con el microscopio
electronico las anomalias de la cabeza aumentaron de una vez y media inmediatamente después del
estrés (+150%; P<0,001) y se mantuvieron despu€s a éste nivel.

Mucho mas evidentes fueron las modificaciones de la cola (fig.1). Se han considerado como
mayormente representativas las colas dobladas, redobladas y con gota citoplasmatica. También en

este caso las anomalias observadas con el microscopio electronico fueron mayores (+23%; P<0,05).
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Con el optico se observé un aumento desde la tercera semana pero se hizo mas evidente en la cuarta
y quinta semana (+ 95%; P<0,001) con decremento sucesivo.

Para estudiar el efecto del estrés térmico sobre las anomalias de los espermatozoos se
confirma que, con el microscopio Optico, es conveniente hacer referencia a las anomalias de Ia cola
(Finzi et al., 1995).

La presencia de gotas citoplasmaticas es debida a un residual de citoplasma al interior de la
cola e indica formas inmaduras (Bart y Oko, 1989). El microscopio electronico ofrece la posibilidad
de relevar la presencia de cantidades mucho mas grandes que con el optico (fig.2), pero en ambos
casos se observa una disminucion inicial con aumento después de la quinta semana.

Las cantidades de colas dobladas no difieren mucho con ambos sistemas de observacion. Por
el contrario, hay que subrayar que con el microscopio Optico las colas redobladas, unica e
importante excepcion, aparecen mucho mas numerosas en comparacion con el microscopio
electronico. En el periodo de control son cerca del doble (+98%; P<0,001) y después las diferencias
crecen hasta un maximo en la cuarta y quinta semana (+221%; P<0,001). Hay entonces que explicar
el paradojico resultado de la mayor cantidad de anomalias observadas con el microscopio Optico y
porque las curvas difieren entre ellas.

Este trend es tipico de otros parametros influenciados por el estrés térmico, como por
ejemplo la libido y la movilidad. Ambos Ilegan a su minimo en la cuarta semana de estrés térmico
(Morera et al., 1995). En este periodo llegan a la eyaculacion los espermatozoos que empezaban su
formacion al subir de la temperatura ambiental. Por esta razon la curva de aumento de las colas
redobladas hasta la cuarta semana y su disminucion sucesiva se pueden interpretar como la
expresion de un fendmeno real no observable con el microscopio electronico.

La explicacion mas simple es que la solucion salina, utilizada para la preparacion de las
muestras, determina un efecto de torcion sobre las colas de los espermatozoos que han perdido su
movilidad, cuyo numero crece con el alargarse del periodo de estrés. El incremento de colas
redobladas observable al microscopio 6ptico 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 indicacion inmediata de sufrimiento porque las gotas
citoplasmaticas y las alteraciones acrosdmicas, que aumentan desde la primera semana de estres,

son observables tan solo con el microscopio electronico.
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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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