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1. RESUMEN

Con el objetivo de congelar semen de pudu, se logré obtener 16 muestras de semen
mediante electroeyaculacion a 6 machos adultos clinicamente sanos, mantenidos en
dependencias del Centro de Rehabilitacion de Fauna Silvestre (CEREFAS), de la
UACH/SAG, desde marzo a junio del 2007.

La electroeyaculacion se realizd bajo anestesia general con una combinacion de
Xilacina (0,5mg/kg i.m.) y Ketamina (10mg/kg i.m.) revertida con Yohimbina (2mg/kg
e.v.).

Para la congelacion del semen, se utilizaron dos diluyentes en base a Tris y Leche,
el semen diluido fue evaluado en tres oportunidades: Fresco (dentro de 20 min. de
recuperado), Refrigerado (después de curva de refrigeracion y 2 hrs. almacenado a 4°C, en
total 3 hrs y 21 min.), y Descongelado (después de estar en nitrogeno liquido a -196 °C
como minimo 30 min.). Esta evaluacién incluyé motilidad, movimiento progresivo,
intensidad de movimiento, vitalidad, prueba hiposmética e integridad de acrosoma.

Los resultados obtenidos muestran que hubo supervivencia de los espermatozoides
de pudi a -196°C con ambos diluyentes.  En relacién a los parametros de calidad
empleados puede destacarse que el semen congelado con Tris tuvo motilidad (%) 53,4 +
2,6, movimiento progresivo (%) 38,4 + 3,1, intensidad de movimiento (0-5) 3,2 £ 0,2,
vitalidad (%) 47,1 £ 2,6, endosmosis positiva (%) 56,0 £ 2,8, integridad de acrosoma
(%NAR) 48,6 + 3,3 y con Leche motilidad (%) 49,4 £+ 3,7, movimiento progresivo (%)
42,2 + 3,9, intensidad de movimiento (0-5) 3,2 + 0,2, vitalidad (%) 43,4 + 4,1, endosmosis
positiva (%) 47,2 + 4,0, integridad de acrosoma (% NAR) 49,3 + 3.4,

El analisis estadistico (Statistica) no arrojo6 diferencias significativas entre la calidad
crioconservante de ambos diluyentes, pero si hubo diferencias estadisticamente
significativas entre la calidad espermatica del semen Fresco, Refrigerado y Congelado,
evidenciandose que el punto critico de congelacion se encuentra en el paso de semen fresco
a refrigerado.

Actualmente, se mantienen 100 pajuelas almacenadas en N2 liquido a -196°C

constituyendo el inicio de un banco de semen de pudu (Pudu pudu), que pueda ser usado
con posterioridad en multiples técnicas de reproduccion asistida en esta especie.

Palabras claves: pudu, semen, congelacion.



2. SUMMARY

FREEZING OF PUDU (Pudu pudu) SEMEN: EFFECT OF TRIS OR MILK AS
SEMEN DILUENTS.

The objective of this study was to evaluate the effect of two different extenders, Tris
or Milk, on the viability of frozen spermatozoa from pudi. Semen was collected using
electrical stimulation from six healthy mature males maintained at CEREFAS*,
Universidad Austral de Chile, from March to June of the 2007.

Semen samples (n= 16) were taken, using electroejaculation under general
anesthesia, induced with Xilacina ((0.5 mg/kg.) and Ketamina (10 mg/kg.) and reverted
with Yohimbine (2 mg/kg.). Semen was diluted in Tris or Milk extenders and evaluated
as: Fresh (20 min. within the collection), Cooled (after equilibration curve and 2 hr at 4°C),
and Frozen at -196°C. Variables to evaluate were: motility, progressive motility, intensity
of motility, vitality, hipo-osmotic-swelling test and acrosome integrity.

Post - thaw viability of pudu spermatozoa were: 53.4 + 2.6 (%) motility, 38.4 + 3.1
(%) progressive motility, 3.2 + 0.2 (0-5) intensity of motility, 47.1 £ 2,6 (%) vitality, 56.0 +
2.8 (%) hipo-osmotic-swelling test and 48.6 + 3.3 (% NAR) acrosome integrity for Tris
while 49.4 + 3.7 (%) motility, 42.2 + 3.9 (%) progressive motility, 3.2 &+ 0.2, (0-5) intensity
of motility, 43.4 = 4.1 (%) vitality, 47.2 + 4.0 (%) hipo-osmotic-swelling test and 49.3 + 3.4
(% NAR) acrosome integrity for Milk, respectively. Although, there was no effect of
extenders on post thaw sperm viability, the studied variables were significantly affected by
the freezing process (Fresh, Cooled and Frozen) being the critical step the transition from
Fresh to Cooled stage.

Finally, 100 straws of pudi (Pudu pudu) frozen semen are kept at the Animal
Reproduction Institute, Universidad Austral de Chile, that could be used as a first bank of
gametes of this species.

*Wild life Rehabilitation Center

Keywords: pudu, sperm, freezing.



3. INTRODUCCION

La importancia de la proteccion de la fauna silvestre va incorpordndose cada vez
mas a la cultura de Chile. El interés por conservar el medio ambiente es un claro indicio
de la evolucion de la conciencia sobre este tema. Tanto el estudio de comportamiento
sobre fauna silvestre como las biotecnologias que se puedan aplicar sobre ellos, ayudan a
vislumbrar un futuro exitoso para la existencia y conservacion de estas especies.

La limitacion de visualizar y estudiar la actividad reproductiva, deriva de la
dificultad del manejo y el estrés a los que pueden ser sometidos los animales silvestres, por
lo que se requiere de la formacion de un nucleo de animales completamente adaptado al
cautiverio y a las diferentes rutinas de manejos que son necesarias.

A diferencia de las especies domésticas, el conocimiento actual de las caracteristicas
reproductivas de los ciervos silvestres se ha basado en observaciones de campo del
comportamiento sexual y gregario, asi como la distribucion de los periodos de parto. En
Chile existen muy pocos trabajos publicados sobre Pudu pudu, estando en su mayor parte
enfocados a areas de comportamiento, lo que obliga a entrar en terrenos desconocidos hasta
hoy en temas de reproduccion asistida en ciervos pequefios.

Actualmente en nuestro planeta existen cincuenta y tres especies de ciervos
distribuidos a lo largo de todo el mundo. El pudl es una de las especies que habitan en
Sudamérica y junto al huemul (Hippocamelus bisulcus) y la taruca (Hippocamelus

antisensis) son los Unicos representantes autoctonos de la familias Cervidae en nuestro pais
(Glade 1993).

En Chile el Pudu pudu se distribuye desde la region del Maule hasta cerca del
Estrecho de Magallanes. Es la especie de ciervo mas pequena de Sudamérica, el adulto es
un animal de color marréon que mide aproximadamente 90 cm. de largo, pesa de 8 a 10 Kg.
y la altura de la cruz es de alrededor de 40 cm., siendo la hembra de tamafio menor (Reyes
1988). Esta descripcion corresponde al puda del sur (Pudu pudu) que habita
principalmente el sur de Chile y las areas adyacentes de Argentina, el puda nortefio (Pudu
mephistophiles), vive esencialmente en Pert, Ecuador y Colombia (Bubenik y col 2000).

Debido a drasticos cambios provocados por el hombre, en la actualidad el pudu se
encuentra amenazado y clasificado como Vulnerable por el Libro Rojo de los Vertebrados
de Chile (Glade 1993), y por el Libro Rojo de la Unidn Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza (UICN 2007) y como especie del Apéndice I (CITES 2007). Ademas, la
legislacion chilena, desde el 16 de Junio de 1929 a través de la ley N° 4601, protege al
pudu de la caza, comercio, transporte o posesion, salvo en casos calificados de interés
cientifico (Chile 1998).



3.1. ANTECEDENTES GENERALES

La preservacion de gametos en diversas especies, es un importante campo de
investigacion, tanto para facilitar las posibilidades de reproduccion de ciertos individuos y
asi salvaguardar las caracteristicas genéticas encaminadas a la mejora de las especies como
para la conservacion de especies y razas que estan en peligro de extincién o cuentan con
pocos ejemplares.

La aplicacion de técnicas reproductivas en gametos, permite preservar el maximo de
diversidad genética y evitar los efectos de la consanguinidad en las poblaciones (Gomendio
y Roldan 2004, Roldan y Garde 2004).

3.1.1. Recogida de semen

Para la recoleccion de semen en ciervos silvestres, se describen diferentes métodos,
cuya complejidad varia de acuerdo al tipo de manejo que las especies requieran.

3.1.1.1. Vagina artificial

Las primeras recolecciones de semen en cérvidos mediante vagina artificial fueron
hechas en ciervo Rojo (Krzywinski 1976, Krzywinski y Jaczewski 1978, Krzywinski y
Bobek 1984, Strzezek y col 1985), y en Alce europeo (Krzywinski 1985).  Estos
investigadores crearon un sistema de vagina artificial portatil que debia ser desechada luego
de la recoleccion. Los resultados obtenidos fueron buenos en cuanto a nimero de muestras
recogidas y calidad seminal, sin embargo esta técnica requiere de entrenamiento de los
animales, lo que limita la aplicacion en ciervos silvestres (Asher y col 2000); ademas del
riesgo que significa para los operarios, que reduce tal manejo sélo a especies dociles. Para
solucionar este problema Jabbour y Asher (1991) desarrollaron un sistema de vagina
artificial interna para recoleccion de semen en ciervo Gamo (Dama dama) puesta en la
vagina de una cierva ovariectomizada tratada hormonalmente para que presentara celo.
Luego de observada la copula, la vagina artificial fue retirada obteniendo semen para ser
evaluado. No obstante las ventajas que presenta esta técnica, necesita de un semi-
cautiverio para su desarrollo.

3.1.1.2. Electroeyaculacion

La electroeyaculacion es la técnica mas usada en la recoleccion de semen de ciervos
silvestres, tiene la ventaja de ser segura para el operador y ademas permite trabajar con
variedad de animales en estado silvestre, sin la necesidad de tener un nucleo de animales
adaptado al cautiverio. Ha sido descrita para varias especies de ciervos (Asher y col 1993,
2000, Wahid y col 2000, Garde y col 2003,), sin evidenciar una gran diferencia en cuanto a
calidad con el semen obtenido mediante servicio natural (Asher y col 2000).



3.1.1.3. Recuperacion post-mortem desde epididimo

La recuperacion de espermatozoides post-mortem (desde epididimo) ha sido
empleada para varias especies de ciervos, como por ejemplo Alce europeo (Alces alces)
(Krzywinski 1981), ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus) (Platz y col 1982,
Jacobson y col 1989) y ciervo ibérico (Cervus elaphus) (Garde y col 1998), conservando la
fertilidad de los espermatozoides recolectados en todos los casos.

3.2. ANALISIS SEMINAL

El analisis del semen es fundamental para estimar la fertilidad potencial de un
macho (Mann y Lutwak-Mann, 1981). Los resultados de estos analisis pueden ser la base
para tomar decisiones importantes relacionadas con la inseminacion artificial, la
fecundacion in vitro o la crioconservacion de espermatozoides.

3.2.1. Analisis Macroscopico

Aspecto fisico: Es importante como primer analisis revisar el color y olor del semen, se
evalian en el mismo tubo de recogida, inmediatamente después de obtenido. Esto nos
permite sospechar sobre la presencia de contenidos no deseados, como sangre, orina u otros
elementos que pudieran estar contaminando la muestra (Evans y Maxwell 1987).

Volumen: El volumen del eyaculado se puede medir directamente en el tubo de recogida,
si esta calibrado, o, con més seguridad utilizando una pipeta graduada (Evans y Maxwell
1987). En pudu no esta descrito el volumen promedio de semen por eyaculado.

3.2.2. Analisis Microscopico

Motilidad: La motilidad se valora mediante la onda de movimiento del semen o segun la
proporcion de la motilidad progresiva de los espermatozoides en una muestra. La
valoracion de la onda de movimiento es el sistema mas simple para determinar la movilidad
del semen fresco. Cuando el semen ha sido diluido extensivamente o congelado y
descongelado se debe usar la valoraciéon mediante la proporcion de espermatozoides
moviles. En este caso se utiliza el aumento 400x. Esta prueba nos permite estimar la
proporciodn de espermatozoides vivos en la muestra (Cortés 2003).

Movimiento progresivo: Se refiere al movimiento cefalico rectilineo (hacia adelante) de
los espermatozoides.  Puede ser determinado en forma subjetiva, en microscopio de
contraste de fases, observando una pequefia gota de semen colocada sobre una platina
térmica o en un portaobjetos precalentado a 38 °C.

Otro método para evaluar el movimiento de los espermatozoides es utilizando el
“CASA” (Computer Assisted Semen Analysis), con el cual es posible medir diferentes
parametros kinéticos como velocidad curvilinea, en linea recta, y la amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (Theau-Clement y col 1999). También puede ser



usado para identificar el estatus de hiperactividad de los espermatozoides, el cual puede ser
indicador de capacitacion (Stachecki y col 1993).

Intensidad de movimiento: Se refiere a la calidad del movimiento de los espermatozoides
vistos en microscopio de contraste de fases y en platina temperada. Se mide en una escala
que vade 0 a 5 (Howard 1993) segun la cual:

0: no hay movimiento;

1: hay leve movimiento de lado a lado sin progresion;

2: hay movimiento de lado a lado con ocasional y lenta progresion;
3: hay movimiento de lado a lado con lenta progresion;

4: hay movimientos de progresion continuos;

5: hay movimientos de progresion rapidos.

El movimiento desarrollado por los espermatozoides es caracteristico de especie y
del estado fisioldgico en que se encuentre (movimiento tras la eyaculacion, dilucion,
refrigeracion, congelacion), estando sujeto también al efecto ejercido por el método de
recogida, factores ambientales y manejo del semen tras su obtencién (Evans y Maxwell
1987).

Concentracién:  Se define concentracion espermadtica a la relacion entre el numero de
espermatozoides y el volumen de eyaculado (expresado en ml. o pl.). Es muy importante,
ya que la relacion de dilucion depende de ella.

La concentracion de espermatozoides puede ser estimada por ensayos basados en la
consistencia o apariencia del semen y puede ser valorada mediante el uso de
hemocitémetro, colorimetro o contador electrénico de particulas (coulter). Los diferentes
métodos varian en funcion de su rapidez y seguridad. El método del hemocitémetro es
mas lento pero mas exacto. El colorimetro es rapido y seguro, aunque no todas las veces
esté disponible con facilidad.

Otra manera de medir concentracion de espermatozoides es utilizando un
espectrofotometro (Axner y col 1997). Donde la concentracion seminal es obtenida
mediante una tabla de conversion, asignado a cada valor de tansmitancia un valor de
concentracion previamente calculado mediante recuento directo o contador de particulas
(Sorensen 1982). La medicion por técnicas fluorométricas del numero de células
cuantificando la cantidad de ADN, es un método sencillo si se dispone del instrumental
adecuado, ya que el ADN tefiido especificamente con un fluorocromo (H33258) puede ser
medido con gran precision porque la cantidad de ADN presente en un espermatozoide es un
valor constante (Woelders 1991; Evenson y col 1993).

Vitalidad: Es el nlimero de espermatozoides vivos dentro de una muestra. Se describen
variados métodos de medir el porcentaje de espermatozoides vivos en especies domésticas.
Las tinciones se basan en la permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica del
espermatozoide. Una de las mas usadas es la tinciéon de Bloom que utiliza eosina como
colorante principal y nigrosina como contraste (Hancock 1951, Rubilar 1999, Tizol y col
1991), otra tincion es Tripan azul. Ademas se han utilizando kit de viabilidad espermatica



como el propidium iode , donde los espermatozoides muertos se ven de color rojo bajo la
luz fluorescente (Garner y col 1986, Harrison y Vickers 1990, Spindler y Wildt 1999).

Normalidad: Las primeras evidencias de la relacion entre la morfologia del
espermatozoide y la fertilidad en las especies domésticas fueron presentadas por Williams y
Savage en 1927 en el ganado vacuno, citado por Soderquist y col (1991), quienes
determinaron como causa de infertilidad la tasa elevada de formas anormales.
Posteriormente, Langerlof (1934), citado por Soderquist y col (1991) demostro la relacion
existente entre la incidencia de malformaciones espermaticas y alteraciones
histopatologicas encontradas en los testiculos de toros con una baja fertilidad, asimismo
Wahid y col (2000) considera que el porcentaje de anormalidades es inversamente
proporcional a la capacidad fecundante de los espermatozoides. Sin embargo, no todas las
alteraciones de la morfologia del espermatozoide tienen un origen testicular, ya que ciertas
alteraciones de la cola parecen estar relacionadas con disfunciones durante el transito por el
epididimo.

Cada eyaculado contiene una proporcioén de espermatozoides anormales, pero si la
proporcion de estos es muy alta suele estar relacionada con inmadurez sexual y con
procesos degenerativos y patoldgicos. En la mayoria de las especies se verifica que al
aumentar la incidencia de teratospermia se reduce el potencial reproductivo (Howard y col
1991). Asi, el examen morfologico del semen se realiza como una prueba de control de
calidad

La morfologia espermatica puede evaluarse mediante microscopia de interferencia
(Saacke y Marshall 1968) o contraste de fases utilizando una variedad de fijadores celulares
(Pursel y Johnson 1974, Johnson y col 1975, Pintado y Perez Llano 1992), que pueden
crearse en frotis de semen tefiidos, preparados sobre un porta objetos. Tradicionalmente se
han utilizado tinciones como Bloom (Evans y Maxwell 1987), Karras, Giemsa (Watson
1975), cristal violeta, nitratos de plata 6 la fijacion de los espermatozoides en
glutaraldehido al 2% (Cortés 2003). Finalmente, existen métodos para distinguir en una
misma preparacion la viabilidad de las células y su integridad morfolégica (Talbot y
Chacon 1981, Tamuli y Watson, 1994). La introduccion de los sistemas CASA, ha
permitido realizar una evaluacion morfométrica objetiva y cuantitativa en diversas especies
(Malo y col 2006).

Prueba de endosmésis positiva o Hipo- osmotic-swelling test (HOS test): Utilizada para
medir integridad de membrana.  Consiste en someter a los espermatozoides en una
solucion hiposmotica y fijarlos con glutaraldhehido 2%, se observa el porcentaje de
flagelos enrollados (Cortés 2003).

Tiene su base en las propiedades fisicas y bioquimicas de la membrana plasmatica.
La inclusion de células espermaticas en una solucidon hiposmotica provoca el paso del agua
a través de la membrana desde el medio extracelular hacia el interior del espermatozoide
hasta alcanzar su equilibrio osmético (Cortés 2003, Akourki y col 2004), observandose
cambios morfologicos a nivel de la cola. Cuando la cola permanece sin alteracion quiere
decir que la membrana se encuentra dafiada o se ha vuelto altamente permeable.



La habilidad de los espermatozoides de toro, conejo y humano, de hincharse al ser
sometidos a un medio hipoosmético, fue demostrada por Drevius y Eriksson en 1966, los
cuales observaron una asociacion entre el hinchado de éstos y la flexion o enrollamiento de
las colas de los espermatozoides, asi como el retorno a la forma original al someterlos
nuevamente a un medio isoosmético.

Se ha demostrado, ademas, que el porcentaje de espermatozoides hinchados se
incrementa linealmente a medida que la osmolaridad del medio decrece (Drevius 1972).

La capacidad del espermatozoide para hincharse, cuando es sometido a condiciones
hipoosméticas, implica integridad y funcionalidad de su membrana, lo cual es importante
no solo para el metabolismo espermadtico, sino también para procesos como capacitacion,
reaccion acrosomica y fecundacion, por lo que podria ser catalogado como un certero
indicador de la fertilidad potencial de semen (Kell y Webster 1990). Estudios realizados
tratando de probar la capacidad funcional de la membrana de los espermatozoides
humanos, utilizando la prueba hipoosmética, indican una elevada correlacion entre esta
prueba y la capacidad de los espermatozoides de penetrar la zona peltiicida de ovocitos de
hamster (Jeyedran y col 1984).

Integridad de acrosoma: Las alteraciones de la morfologia del acrosoma son debidas a
procesos fisiologicos asociados por un lado al envejecimiento de la célula espermatica y
por otro al proceso de fecundacion (Yanagimachi 1994). No obstante también se producen
cambios en el acrosoma como consecuencia de shock por frio, en los procesos de
congelacion descongelacion, en los cambios de presion osmotica, por diluciones y por
lavados y centrifugaciones repetidas (Mann y Lutwak-Mann, 1981).

Dichas alteraciones parecen estar relacionadas con una baja capacidad fecundante
del semen, ya que en condiciones fisiologicas sOlo los espermatozoides capaces de
experimentar reaccidbn acrosdmica en las proximidades del ovocito seran capaces de
atravesar la zona pelucida y penetrar el gameto femenino (Pomerol y Arrond 1994).

La valoracion del estado acrosomal se puede realizar mediante microscopia Optica
de campo claro en muestras previamente tefiidas con Giemsa (Cortés 2003), microscopia de
contraste de fases (1000 x) por inclusion de las muestras en glutaraldehido 2 % (v:v) en
BL-1 (Pursel y Johnson, 1974), o citrato de sodio al 2.9 % adicionada con 2 % de formalina
comercial al 40 % (Hellemann y Jara 1997).

La valoracion se efectiia clasificando a los espermatozoides en tres grupos
diferentes segiin la categorizacion formalizada por Pursel y col (1972), con las
modificaciones introducidas por Cassinello y col. (1998). Se reconocen tres categorias:

a) espermatozoides con borde apical normal (NAR)

b) espermatozoides con borde apical dafiado o modificado (DAR)



¢) espermatozoides sin borde apical o sin acrosoma (MAR)

Tras realizar el recuento, el resultado se expresa como el porcentaje de
espermatozoides con acrosoma intacto respecto al total.

También se ha incorporado la utilizacion de lectinas asociadas a fluoresceinas como
marcadores de acrosoma y de modificaciones plasmaticas en espermatozoides eyaculados
(Cummins 1995, Medeiros y Parrish 1996). Las lectinas son glicoproteinas que se unen
especificamente a terminales aziicares ubicados en las estructuras celulares y, por lo mismo,
se han utilizado como marcadores especificos de glicoconjugados localizados, tanto en el
acrosoma intacto como en la matriz acrosomal (Cross y col 1986, Cross y Meizel 1989,
Nolan y col 1992, Way y col 1995). El yoduro de propidio es una tincion nuclear y por lo
mismo sirve como tincion espermdtica de contraste. En combinacion, permiten una
evaluacion rapida, simple y sin ambigiiedad de la presencia o ausencia del saco acrosomal.

3.3. ANTECEDENTES SOBRE CONGELACION DE SEMEN

Los primeros intentos de congelacion de semen de ciervo (Krzywinski 1976)
utilizaron diluyentes probados para toro y macho cabrio. Krzywinski y Jaczewski en 1978
trabajaron en semen de ciervo con diluyente en base a citrato. También se ha usado leche
descremada, Tris con fructosa, citrato, yema de huevo y glicerol (Evans y Maxwell 1987,
Mulley y col 1988, Jacobson y col 1989). Hoy existen diferentes protocolos para congelar
semen de ciervo (Asher y col 2000, Garde y col 2003,1998, 1997, Haigh y col 1993, Haigh
y Bowen 1991, Ortiz y col 1997).

Las ventajas del uso de semen congelado son ya conocidas, entre ellas encontramos:
conservacion practicamente indefinida en el tiempo, recogida de semen sdlo en épocas
reproductivas, permite el comercio internacional de las dosis, racionalizaciéon econdmica
del eyaculado, eliminacion de riesgos sanitarios, entre otros.

El proceso de conservacién de espermatozoides por congelacion incluye las etapas
de dilucion, adicion del crioprotector, refrigeracion, congelacion y descongelacion,
teniendo cada una de ellas factores criticos a considerar.

Multiples factores afectan la sobrevida de los espermatozoides al descongelado: la
metodologia de congelacion y descongelacion, la concentracion espermatica en el
diluyente, el envasado ademas de la composicion del diluyente empleado (Stornelli y col
2005). Durante el proceso de congelacion-descongelacion se pierde aproximadamente el
50% de la poblacion inicial de espermatozoides debido a los efectos de la crioconservacion
sobre las membranas, citoesqueleto, aparato motor y nucleo del espermatozoide (Mazur
1970, Parks y Graham 1992, Watson 1995). Para lograr dicho proceso, es necesario diluir
el semen en un medio adecuado, que segun Berndtson y Pickertt (1978) debe cumplir las
siguientes funciones:
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a) Abastecer de nutrientes como fuente de energia.

b) Proteger contra el efecto mecanico que produce el enfriamiento rapido.

¢) Proporcionar un amortiguador para prevenir los cambios en el pH al formarse
acido lactico.

d) Mantener la presion osmotica adecuada y el equilibrio electrolitico correcto.

e) Inhibir el crecimiento bacteriano.

La reduccién de la temperatura por debajo de los 37 °C y, principalmente, de los
20°C induce una serie de alteraciones de naturaleza biofisica en el espermatozoide (Amann
y Pickett 1987). El mayor desafio para las células en el proceso de congelacion no es
resistir a las bajas temperaturas del nitrogeno liquido, sino mantener la viabilidad en un
rango de temperaturas, entre los —15 y —60 °C, que las células experimentan por dos
ocasiones, es decir, durante la congelacién y durante la descongelacion. A —196 °C no se
producen reacciones térmicas, puesto que debajo de los —130 °C no existe agua en el estado
liquido (Mazur 1984).

Con el enfriamiento de la suspension celular por debajo de los 0°C, se desencadena
una serie de procesos nocivos para la célula, que comienzan con la formacion de hielo en el
compartimento extra-celular. La membrana plasmatica actua como barrera, impidiendo la
expansion de los cristales de hielo del medio exterior hacia el compartimento intra-celular
(Watson 1979, 1995). Las sales no forman parte de los cristales de hielo, de modo que
habra una considerable concentracion de sales en la porciéon remanente del agua no-
congelada.  El aumento del gradiente osmoético a través de la membrana plasmadtica
provoca la difusiéon del agua intra-celular hacia el ambiente extra-celular, causando
deshidratacion de la célula y de la membrana plasmatica (Amann y Pickett 1987). Por
tanto la deshidratacion osmotica, mas que la formacion de hielo intra-celular, es la principal
causa de las alteraciones ultraestructurales de la membrana y una de sus consecuencias es la
pérdida de la selectividad de la membrana (Parks y Graham 1992).

Para obtener buenos resultados en la congelacion de semen, Anchordoguyn y col.
(1987), determinaron que es necesario realizar el cambio de temperatura en 3 pasos, los
cuales tendran una duracion distinta seglin la especie en que se trabaje:

1) Periodo de equilibrio: la muestra es enfriada lentamente desde la temperatura
ambiente hasta una temperatura por encima del punto de congelacion (4°C).

2) La muestra es congelada rapidamente para minimizar el tamafio de los cristales de
hielo, exponiéndola primero a los vapores de nitrégeno liquido por un periodo y
luego sumergirla en nitrégeno liquido.

3) La muestra congelada alcanza la temperatura de almacenamiento (-196°C), lo
suficientemente rapido para evitar la re-cristalizacion.

Existen sustancias denominadas crioprotectores, cuya funcion es mejorar la
sobrevivencia celular durante el congelamiento. El mas utilizado es el glicerol. Este actiia
intracelularmente reduciendo la deshidratacién celular, disminuyendo el efecto de la
concentracion de solutos del medio extracelular, o bajando el punto de congelacion del
medio intracelular (Ortega 2004). Sin embargo, no es una sustancia inocua para la célula,
por lo tanto su concentracion debe ser la adecuada para no resultar toxico. Esta
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concentracion varia segun la especie e incluso existen algunas en las que no se puede
utilizar (Nelson y col 1999).

La yema de huevo también es considerada un agente crioprotector. Su accion esta
dada por la uniéon que se produce entre las lipoproteinas presentes en la fraccion de baja
densidad y la membrana celular del espermatozoide (Watson 1976). El glicerol y la yema
de huevo actian sinérgicamente como agentes crioprotectores, proporcionando una mejor
tasa de sobrevivencia espermatica post-descongelado (Pace y Graham 1974). Se
determind que la yema de huevo en diluyentes seminales tiene mayor efectividad en la
preservacion de la integridad de la membrana espermatica y proteccion contra las
variaciones de temperatura gracias a lipoproteinas y lecitinas presentes en la yema de huevo
(Cole y Cupps 1977), mientras que el glicerol tiene un rol importante en la preservacion de
la motilidad (Foulkes 1977).

El semen se ha preservado satisfactoriamente en diluyentes basados en el
amortiguador orgénico Tris (Trihidroximetil-aminometano), cuya funcién es mantener el
pH cercano al neutro y una presion osmoética de 300mOsm, equivalente a la del semen,
plasma sanguineo y leche (Hafez 2000).

Los espermatozoides se hacen susceptibles al choque térmico en la region proximal
del cuerpo del epididimo, cuando la gota citoplasmatica se mueve en direccion a la porcion
distal de la pieza intermedia; por tanto, durante la maduracion del espermatozoide en el
epididimo, éste adquiere la motilidad pero también la susceptibilidad al choque térmico
(White 1993).

Otro de los factores importantes que afectan decisivamente a la viabilidad del
espermatozoide es la velocidad de descongelacion (Fiser y col 1993). Esta debera estar en
concordancia con el protocolo de congelacion (Mazur 1984) ya que los efectos de las
velocidades de descongelacion en la supervivencia del espermatozoide dependen del ritmo
previo de congelacion (Fiser y col 1993, Watson y col 1992). La existencia de la
interaccion entre las dos velocidades fue descrita en la congelacion de espermatozoides de
cerdo (Fiser y col 1993, 1996), toro (Robbins y col 1976) y hombre (Henry y col 1993).

Serian, por lo tanto, los espermatozoides anormales o dafados durante el
enfriamiento, los que generan una gran cantidad de sustancias oxidantes (Ball y col 2001)
conocidas como ROS (reactive oxygen species), por lo que actualmente se investigan
sustancias antioxidantes que prevengan el dano durante el enfriamiento.
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3.4. HIPOTESIS

Es posible congelar semen de pudu utilizando dos diluyentes, Tris y Leche SB.

3.5. OBJETIVOS

3.5.1. Objetivo general

Congelar semen de pudu con dos diluyentes de congelacion.

3.5.2. Objetivo especifico

Evaluar semen fresco de pudu obtenido mediante electroeyaculacion.

Evaluar el efecto de la refrigeracion sobre los espermatozoides de pudu con diluyentes Tris
y Leche SB.

Congelar espermatozoides en pajuela francesa de 0,25 ml.

Evaluar el efecto de la congelacion sobre los espermatozoides de pudt con diluyentes Tris
y Leche SB.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIALES

4.1.1. Animales o material biologico

Seis pudties machos entre 1 y 5 afios de edad, clinicamente sanos, mantenidos en
cautiverio en CEREFAS (Centro de Rehabilitacion de fauna Silvestre) desde marzo hasta
junio. Se les realizé un examen clinico reproductivo a través de inspeccion y palpacion de
los genitales para constatar la presencia e integridad de los testiculos, epididimos, escroto,
prepucio y pene.

4.1.2. Recoleccion y transporte de semen

Farmacos: Xilacinal, Ketaminaz, Yohimbina.’

Electroeyaculador: Sonda rectal de 1 cm. de didmetro x 12 cm. de largo con 3 electrodos de
alambre de plata de 1 mm. de didmetro orientados longitudinalmente (confeccionada

artesanalmente en el Instituto de Reproduccion Animal de la Universidad Austral de Chile),
conectada a un estimulador eléctrico (Grass S 44, Grass Medical, U.S.A.).

Pipetas graduadas de 100pl.
Tubos ependorft.

Leche descremada UHT.

Tris (solucion stock) (Anexo 1)
Bafio maria 36 °C.

4.1.3. Material de laboratorio

Platina temperada

Microscdpio Optico Zeiss con contraste de fase y platina temperada
Termo de nitrogeno liquido de 50 kg.

Program Freezer ET-1N

Bafio maria

Autoclave

Balanza Sartorius

Medidor de pH Kent Eil 7020

! Xilacina 2% ® Agroland,Chile.
? Ketostop®, Drag Pharma,Chile.
3 Yohimbina, Recetario Magistral, Farmacias Ahumada, Chile
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Reactivos y Medio:

Tincion de Blom (Eosina 5%, Nigrosina 10%) (Anexo 2)
Tincion de Karras (Anexo 2)

Solucion Hiposmotica (Anexo 3)

Glutaraldehido 2% en BL-1 (Anexo 3)

Alcohol Polivinilico

Aceite de inmersion

Material fungible:

Micropipetas 10, 20, 100 y 1000 pl

Pipetas de Pasteur desechables

Papel pH

Cémara de Neubauer

Porta objetos

Cubre objetos

Termometro

Nevera con canastillo para vapor de nitrogeno liquido.

4.1.4. Diluyentes de congelacion

Leche SB (leche descremada UHT, fructosa, estreptomicina, penicilina, glicerol, yema de
huevo) (Anexo 1)
Tris (Tris stock, glicerol, yema de huevo) (Anexo 1).

4.2. METODO

4.2.1. Animales

Los animales utilizados en este estudio contaron con la autorizacion del Servicio
Agricola y Ganadero (SAG) del gobierno de Chile. Seis pudues machos adultos entre 1y
5 afos de edad y de ocho a trece kg. de peso, fueron mantenidos en cautiverio durante el
periodo de duracién del estudio (cuatro meses), en recintos de CEREFAS, pertenecientes a
la UACH (Universidad Austral de Chile), ubicado en Valdivia, Chile. Los machos fueron
separados en corrales individuales (20 x 20 m.) para evitar enfrentamientos violentos entre
sementales que expresan territorialidad. Los pudues fueron alimentados con 400 g/dia de
concentrado para ternero, agua fresca y ramoneo de Chilco (Fucsia magallanica), Maqui
(Aristotelia chilensis) y Murra (Rubus ulmifolius).

4.2.2. Recoleccion de semen

Los trabajos de congelacion fueron hechos con semen recolectado desde los meses
de abril a mayo del 2007.
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Para la recoleccion de semen los animales fueron anestesiados con una combinacion
anestésica de Xilacina (0,5 mg./kg. i.m.) y Ketamina (10 mg./kg i.m.). Después del
procedimiento, la anestesia fue revertida con la administracion del antidoto Yohimbina
(2 mg./kg. e.v.).

La estimulacion de las glandulas accesorias por via rectal (lubricado con vaselina)
combind masaje digital (antero - posterior) y electroeyaculacion, donde los electrodos
fueron colocados ventralmente a 8 cm. de profundidad medidos desde el ano. El protocolo
utilizado consisti6 en un total de ochenta estimulos divididos en tres series, con voltajes que
variaron entre 2 y 5 volt. (Anexo 4), cada serie separada por 15 seg.. Mientras se aplicaban
los estimulos, el semen se succion6 desde el prepucio con una pipeta graduada de 100 uly
fué puesto en tubos ependorff que contenian los diluyentes Tris y Leche. Luego el
material seminal se transportdé desde CEREFAS al laboratorio, en bafio maria a 36 °C, para
posteriormente ser analizado.

4.2.3. Evaluacion de semen

Motilidad: Sobre un portaobjetos puesto en una platina temperada a 37 °C, se depositd una
gota de aproximadamente 5 pl de semen diluido. Se observé en microscopio de contraste
de fases 40x el porcentaje de espermatozoides que presentaban movimiento.

Movimiento progresivo:  Sobre la misma gota en que se evalud motilidad, una vez
transcurrido 5 min. y sobre platina temperada en 37 °C, se evalu6 el porcentaje de
espermatozoides con movimiento cefalico rectilineo (hacia adelante), en microscopio de
contraste de fases a 40x.

Intensidad de movimiento: Bajo las mismas condiciones de las dos pruebas anteriores se
evaluo la calidad del movimiento de los espermatozoides en una escala del 0 al 5, donde 0
representa la ausencia de movimiento y 5 un movimiento de progresion rapido (Howard
1993).

Concentracién: El semen fue recolectado en 500 pl de cada diluyente. Asumiendo este
volumen como total de semen recolectado, se hizo una dilucion de 1:100 y se contaron los
espermatozoides en camara cuenta globulos (Neubauer).

Vitalidad:  Se utiliz6 la tincién de Blom, para la cual se coloco sobre un portaobjetos
separadamente una gota de semen diluido (10 pl), una gota de eosina al 5 % y dos gotas de
nigrosina al 10 %. Primero se mezclo las gotas de colorantes (eosina-nigrosina) y luego
éstas con la de semen. Utilizando una gota de la mezcla resultante se realizé un frotis
sobre otro portaobjetos y se fij6 en forma suave sobre una platina temperada a 37 °C.
Posteriormente se contd un total de 100 a 200 espermatozoides, diferenciando a los muertos
tefiidos de color rojizo (eosina), con los vivos, que se evidenciaban del mismo color del
medio de contraste (nigrosina), como se muestra a continuacion (Figura 1).
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Figura 1. Espermatozoides de pudi tefiidos mediante Tincion de Blom. Observe el espermatozoide superior
tefiido (muerto), mientras que el espermatozoide inferior estd vivo por resistencia al colorante (100x).

Normalidad: Esta se determiné tomando una gota de semen diluido (10 ul), con la que se
realiz6 un frotis sobre un portaobjetos, el cual fue fijado y almacenado en un lugar fresco y
seco para su posterior tincion utilizando la técnica de “Karras” (Anexo 2).

Permeabilidad de membrana: Para medir este pardmetro se usé la prueba Hiposmédtica o
de endosmosis positiva que consistié en someter a los espermatozoides en una solucion
hiposmoética (100 mOsm/Kg) (Anexo 3) a razén 1:10, durante 25 min. a temperatura
ambiente y fijarlos con glutaraldhehido 2% (1:1) por 5 min., se cont6 un total de 100 a 200
espermatozoides y se observd el porcentaje de flagelos enrollados en microscopio de
contraste de fases a 100x, como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Espermatozoide bajo la prueba Hiposmética. Espermatozoide de pudu enrollando la cola (100x).

Integridad de acrosoma: En esta evaluacion, los espermatozoides fueron fijados en
glutaraldehido 2% (Anexo 3) en partes iguales durante 5 min., se contd entre 100 a 200
espermatozoides, observando el porcentaje con borde apical intacto (NAD), bajo
microscopia de contraste de fases a 100x.
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4.2.4. Diluyentes

Los diluyentes utilizados para la crioconservacion del semen fueron Tris
(Trihidroximetilaminometano, acido citrico, Fructosa, estreptomicina, penicilina sodica,
glicerol y yema de huevo) y Leche SB (Leche descremada, fructosa, estreptomicina,
penicilina sodica, glicerol y yema de huevo). Ambos diluyentes fueron preparados en el
laboratorio de semen del Instituto de Reproduccion Animal de la UACH.

Dado el escaso volumen de semen obtenido por procedimiento, cada eyaculado fue
colectado con 500ul de diluyente respectivo sin glicerol ni yema de huevo.

Cuadro 1. Composicion de los diluyentes de congelacion.

Componente Tris Leche SB
Yema de huevo 20% 5%
Glicerol 7% 7%

Tris stock 73% -

Leche UHT - 88%

pH diluentes: Tris 6,8; Leche 6,5

4.2.5. Crioconservacion de semen

Después de agregada la porcion de diluyente que contenia yema de huevo y glicerol
(crioconservantes), se ajusté a concentracion de 10 x 10° espermatozoides por pajuela. Se
envaso en pajuela francesa de 0,25 ml. a temperatura ambiente (17 °C). Se llevo a curva de
refrigeracion a -0,16 °C/min hasta llegar a 4 °C (1,21 h.), manteniendo esta temperatura por
2 horas con un total de 3,21 horas (Garde y col 2003) (Figura 3). Inmediatamente
después de terminado el periodo de adaptacion se realizd una segunda evaluacion al semen
refrigerado que contempla motilidad, movimiento progresivo, intensidad de movimiento,
vitalidad, endosmosis positiva e integridad de acrosoma. Posteriormente las pajuelas
fueron sometidas a vapor de nitrégeno liquido a 5 cm. del nitrégeno liquido durante 10
min., y sumergidas en ¢él.

Después de un minimo de 30 min. sumergidas en nitrégeno liquido una pajuela de
cada diluyente fue descongelada en bafio maria a 37 °C durante 11 seg. y se evalud
motilidad, movimiento progresivo, intensidad de movimiento, vitalidad, endosmosis
positiva e integridad de acrosoma.
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Figura 3. Pajuelas en periodo de adaptacion de temperatura desde 17 °C a 4 °C.

Se contaron 100 a 200 espermatozoides para cada preparaciéon. Las evaluaciones
con espermatozoides motiles fueron hechas sobre platina temperada 5 min. posterior al
montaje de las preparaciones, las pruebas realizadas con espermatozoides fijados y/o
tefiidos fueron evaluadas entre 2 a 4 horas después de la fijacion, exceptuando prueba de
normalidad (Karras), cuya evaluacion se llevo a cabo pasadas las 24 horas que requiere la
fijacion.

4.3 ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa estadistico Statistica
version 6.0.

El andlisis estadistico que permitié determinar la influencia de los diluyentes y el
estado de conservacion sobre el semen, fu¢ ANOVA de dos vias y test de comparacion Post-
hoc, Tukey HSD, previa comprobacion de normalidad de los datos a través del fest
Kolmogorov-Smirnov.

Para saber que relacion existio entre los parametros de funcionalidad espermaética, se
realiz6 una prueba de correlacion para semen Fresco, Refrigerado y Congelado a través de
Microsoft Excel, previa comprobacion de normalidad de los datos a través del test
Kolmogorov-Smirnov. Para la prueba de hipdtesis se realizo el test de “t”- Student con
intervalo de confianza de 95%.
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5. RESULTADOS.

5.1. CARACTERISTICAS DEL SEMEN RECOLECTADO.

Se utiliz6 dieciséis muestras de semen, las cuales cumplieron con las caracteristicas
exigidas: libres de orina y motilidad > 50%.  Estas muestras fueron analizadas y
congeladas. El pH promedio y rango fue de 6,7 (6,4-7,0). EI volumen seminal obtenido
fue 76,8 + 32,3 pl. de promedio, con una concentracion alrededor de 405 x 10°
espermatozoides por ml. de semen diluido. La normalidad promedio y rango fue de 83,5
% (59-95).

Las caracteristicas microscoOpicas para semen fresco evaluado dentro de 20 minutos
posterior a la recoleccion, se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas microscopicas de semen fresco de pudi diluido en Tris
y Leche SB.

Tris (n=16) Leche SB (n = 16)
Motilidad (%) 82,8 £2,8 (60-95) 80,6 + 3,3 (50-95)
Movimiento progresivo (%) 75,0 + 3,6 (45-90) 75,6 = 3,6 (50-90)
Intensidad de movimiento (0-5) 4,4+0,2 (3-5) 4,8+0,1 (4-5)
Vitalidad (%) 75,1 £2,8 (51-90) 74,6 + 3,8 (35-93)
Endosmosis positiva (%) 77,0 2,0 (66-91) 74,2 £2.9 (46-92)
Integridad de acrosoma (% NAR) 63,6 £ 4,2 (14-85) 67,9 + 3,9 (34-89)

Valores expresados en promedio =+ error estandar del promedio con rangos entre paréntesis.

En el Cuadro 3 se muestran las caracteristicas obtenidas en el semen refrigerado
luego de un periodo de adaptacion en curva de enfriamiento (3 horas y 21 minutos), en 20
pajuelas de 0,25 ml.
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Cuadro 3. Caracteristicas microscopicas de semen de pudi luego de un periodo de
adaptacion en curva de enfriamiento con diluyentes de congelacion Tris y Leche SB.

Tris (n=16) Leche SB (n=16)
Motilidad (%) 69,7 + 2,1 (50-85)° 62,2 + 2,9 (40-80)°
Movimiento progresivo (%) 52,8 £3,7 (25-70)" 54,7 +3,0 (30-70)"
Intensidad de movimiento (0-5) 3,8+0,2 (3-5)* 3,8 £0,2 (2-5)"
Vitalidad (%) 61,3 + 3,4 (31-89)" 57,6 + 3,6 (31-83)"
Endosmosis positiva (%) 67,5+2,3 (53-82)* 56,1 3,1 (36-76)"
Integridad de acrosoma (% NAR) 58,7 + 3,3 (30,76)" 56,7 + 3,3 (29-76)

Valores expresados en promedio y error estandar del promedio con rangos entre paréntesis.
**E] exponente denota diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre diluyentes.

En total se logro congelar 256 pajuelas, en el Cuadro 4 se muestran los resultados
obtenidos en las muestras descongeladas. Cien pajuelas de las mejores muestras
descongeladas se mantienen almacenadas en nitrogeno liquido a -196 °C para usos futuros.

Cuadro 4. Caracteristicas microscopicas de semen de pudu descongelado, con diluyentes de
congelacion Tris y Leche SB.

Tris (n=16) Leche (n=16)
Motilidad (%) 53,4+ 2,6 (30-70)° 49,4 + 3,7 (20-75)°
Movimiento progresivo (%) 38,4 + 3,1 (15-60)° 42,2 +3,9 (10-60)°
Intensidad de movimiento (0-5) 32+0,2 (2-4)° 3,24+0,2 (2-5)°
Vitalidad (%) 47,1 £2,6 (27-62)° 434+ 4,1 (14-67)°
Endosmosis positiva (%) 56,0 + 2,8 (32-72)° 47,2 £4,0 (16-68)d
Integridad de acrosoma (% NAR) 48,6 + 3,3 (26-66)° 49,3 + 3.4 (18-74)°

Valores expresados en promedio y error estandar del promedio con rangos entre paréntesis.
“4E] exponente denota diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre diluyentes
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5.2 ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis ANOVA muestra que no existen diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) entre ambos diluyentes para los parametros utilizados en las
evaluaciones del semen, con excepcion de endosmosis positiva, donde el uso de uno u otro
diluyente influy6 sobre la calidad espermatica, siendo Tris el diluyente que conservé mejor
las caracteristicas de integridad de membrana durante el proceso de congelacion. El estado
de conservacion presentd diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) para todas
las variables analizadas, donde el cambio que mas afecté a los espermatozoides en la
mayoria de los pardmetros analizados fue desde fresco a refrigerado.

Se observo correlacion lineal significativa en semen congelado para Tris entre
motilidad y movimiento progresivo (r = 0,581), movimiento progresivo e integridad de
acrosoma (r = 0,498) y vitalidad y endosmdsis positiva (r = 0,591), para Leche SB se
observd correlacion lineal significativa para todas las variables analizadas en semen
congelado/descongelado excepto entre intensidad de movimiento e integridad de acrosoma,
y entre vitalidad e intensidad de movimiento. Para Tris en semen refrigerado y congelado
se observo correlacion negativa entre endosmosis positiva e integridad de acrosoma (-0,138
y -0,036 respectivamente) (Anexo 5).
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6. DISCUSION.

La técnica usada permiti6 obtener muestras de semen que, no obstante su escaso
volumen, fueron susceptibles de ser procesadas y conservadas en nitrégeno liquido. Las
muestras obtenidas en las condiciones minimas previamente establecidas como se observa
en el Cuadro 2, demuestra que estos pudues se encontraban en estacion reproductiva ,ya
que se ha descrito que en estos meses los niveles de testosterona presentan un mayor
incremento, especialmente en Marzo, decreciendo marcadamente estos niveles hacia fines
de Mayo y comienzos de Junio (Bubenik y col 2000, 1996, Bartos y col 1998), época que
coincide con la caida de las astas y reduccion del tamaiio testicular (Reyes y col 1997). La
calidad espermatica, descrita por primera vez de acuerdo a nuestros antecedentes, de estas
muestras tiene una concentracion de alrededor de 405 x 10° de espermatozoides por ml. de
semen diluido, la normalidad espermatica de los espermatozoides de pudu es alta respecto a
la descrita por Asher y col (1996a, 2000) para ciervo Dama dama y para ciervo Axis axis
por Umapathy y col (2007).

El procesamiento de las muestras asegur6 al menos a través del pH, que éstas fueran
libres de contaminacioén con orina y que tuviesen una motilidad espermatica sobre el 50%
parametros utilizados en la seleccion de muestras de semen para otros ciervos (Garde y col
2003). La electroeyaculacion ha sido usada con éxito en diversas especies, particularmente
ciervos silvestres (Garde y col 2003, Asher y col 2000). Sin embargo, el pequeiio tamafio
del pudu suponia una dificultad mayor. El disefio del electroeyaculador usado previamente
en gatos (Ortega 2004) se adapt6 perfectamente al pudu.

El andlisis del Cuadro 2 demuestra una alta calidad del semen usado con una
motilidad sobre el 80 % y un movimiento progresivo de un 75 % en ambos diluyentes. La
inclusion de un analisis de una muestra de semen con ambos diluyentes una ves finalizado
el periodo de adaptacion permite obtener informacion de que hubo un efecto, independiente
del diluyente usado, de la refrigeracion sobre la calidad espermatica; la motilidad y
particularmente el movimiento progresivo, disminuyd sobre un 20 %, por lo tanto esto
supone que hay factores como temperatura y efecto de los crioprotectores que estarian
afectando la calidad espermatica. No se sabe cual de ellos esta influenciando pero se abre
una linea de estudio para el futuro. Conviene destacar, que la curva de refrigeracion usada
en este experimento fue controlada por una maquina de congelacion programada (-0,16°C
por min.) semejante a la utilizada en otros ciervos por Garde y col (2003), lo que permitid
disminuir y mantener condiciones uniformes de temperatura en curva de refrigeracion para
todas las muestras de semen recolectadas.

Respecto al Cuadro 4 puede observarse que la motilidad y movimiento progresivo
del semen congelado y descongelado bajo alrededor de un 16 a 13 % para Tris y Leche SB
respectivamente desde la evaluacion refrigerada. Esta disminucion es menor a la
provocada por la refrigeracion, por lo tanto parece razonable estimar que los
espermatozoides de pudu resistieron adecuadamente el proceso de congelacion a -196 °C al
cual fueron sometidos, con ambos diluyentes, (53,4% y 49,4 % de motilidad para Tris y
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Leche SB respectivamente). Estos resultados son mas altos que los descritos en semen
congelado, para ciervo Dama dama, en el cual el porcentaje de motilidad no superd los
43,5% (Garde y col 2003).

En relacion a los diluyentes usados se demuestra que ambos conservaron el semen,
no observandose diferencias estadisticamente significativas entre ellos; sin embargo, es
necesario sefialar que los espermatozoides recolectados con Leche SB mostraron un
movimiento mas uniforme que aquellos conservados con Tris, pero durante menos tiempo.
Tris permitid que los espermatozoides mostraran un vigoroso movimiento que se mantuvo
durante mas tiempo que en Leche SB.  Palomino y col (2001) trabajando con semen
caprino usando como diluyentes Citrato y Leche concluyeron que la viabilidad en Leche es
muy baja (6 horas) con respecto al Citrato (48 horas). Asimismo se observo en semen de
pudd que para la mayoria de los parametros de la evaluaciéon seminal, Tris aventaja
levemente a Leche SB. Esto concuerda con trabajos realizados en ciervos (Garde y col
1998, 2003) y en congelacion de semen en otras especies de mamiferos (Stornelli y col
2005), donde los diluyentes en base a Leche no son los mas efectivos.

Conviene destacar que en las Ultimas muestras (Junio) se observo que, aunque las
muestras inicialmente (fresco) presentaban una calidad aceptable, con un movimiento
progresivo igual o superior a 50%, después de la congelacion, éste bajaba drasticamente.
Esta baja en la resistencia hizo abandonar el procedimiento de recoleccion y hace presumir
que los machos comenzaban a salir de la estacion reproductiva.  Esto concuerda con
estudios hechos sobre Cervus elaphus y Dama dama, donde se describen periodos
marcados de fertilidad—infertilidad determinados por el fotoperiodo, relacionados con
variaciones en el tamafio y funcion testicular que se refleja en drasticos cambios en las
caracteristicas seminales (Lincoln, 1971; Mirachi y col 1977, Haigh 1984, Asher y col,
1987, 1996b, Gosch y Fischer 1989), cuyos periodos infértiles son acompafiado de la caida
de astas, ademas de semen azooespérmico.

Sin embargo en estas muestras fuera de temporada que podriamos llamar de “mala
calidad”, Leche SB presentd6 una disminuciéon considerablemente menor en puntos
porcentuales para todas las caracteristicas analizadas durante el proceso de congelacion con
respecto a los recolectados con Tris. Resultados opuestos a los obtenidos en ciervo ibérico
(Cervus elaphus hispanicus) por Garde y col (1998) donde el semen de alta calidad inicial
era mejor conservado con diluyentes en base a lactosa, pero reportaba los peores resultados
en la conservacion de semen de baja calidad.

Segtn Garde y col. (1998) la presencia de lactosa en el medio crioprotector provoca
la aparicion de un estado de hipertonicidad que puede provocar deshidratacion celular,
evitando asi la formacion de cristales y protegiendo de esta manera, mejor de los efectos
nocivos que la congelacion tiene sobre los espermatozoides. Por otro lado, Simon (1981),
Salisbury y col (1982), Bonadona (1986) y Evans y Maxwell (1987), manifiestan que el
empleo de leche de vaca descremada y esterilizada usada como diluyente de semen, no
siempre da resultados uniformes, debido a que presenta variabilidad en su composicion
(Cole y Cupps 1977). Y, aunque es probado que la leche protege al espermatozoide contra
el shock térmico debido a la caseina (Cole y Cupps 1977), en las muestras de baja calidad
inicial (fuera de temporada), presenta un efecto perjudicial para los espermatozoides, los
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cuales son mas sensibles y no soportan el estrés osmotico debido a la presencia de lactosa
en el medio crioprotector, provocando, por tanto, un mayor grado de lesion en las
membranas plasmaticas de los espermatozoides durante el proceso de congelacion-
descongelacion (Garde y col 1998).

El analisis estadistico permite inferir que los pardmetros de evaluacion del semen
fueron medidos en forma correcta por la alta correlacion que existe entre ellos. Aunque
hubo correlaciones negativas entre integridad de acrosoma y endosmosis positiva en el
semen refrigerado y congelado con Tris, éstas no son significativas y tienden a cero, es
decir, que las variables son independientes.

La correlacion significativa entre la mayoria de los pardmetros de evaluacion de
semen de pudu en diluyente Leche SB nos indica que es posible estimar caracteristicas de
los espermatozoides, como por ejemplo vitalidad e integridad de acrosoma a partir del valor
de otro analisis como la prueba de movimiento progresivo. No asi para diluyente Tris
donde la correlacion entre la mayoria de los pardmetros no fue significativa, es decir, éstos
actian en forma independiente.

Respecto a investigaciones hechas sobre la correlacion que existe entre los analisis
de semen y fertilidad, en especies domésticas, Elgueta (1992), observd correlaciones
significativamente altas entre la prueba hipoosmotica, viabilidad espermatica y movimiento
progresivo. Jordan (1988), establece asociaciones positivas entre la prueba hipoosmotica y
la fertilidad, asi como Check y col. (1989), en la especie humana al correlacionarla con las
tasas de concepcion. La respuesta de los espermatozoides caninos al ser sometidos a la
prueba hipoosmética ha sido similar a aquellos reportados para espermatozoides humanos y
bovinos, obteniéndose altas correlaciones entre las variables de motilidad progresiva,
espermatozoides vivos y espermatozoides normales (Rubilar 1999). Consecuentemente el
semen de pudu revelaria a través de los andlisis realizados que posee valores de fertilidad
potencial asociados a las caracteristicas demostradas en los analisis de correlacion.

Finalmente, estos resultados abren posibilidades para la creacion de un Banco de
Semen de esta especie, que pueda ser utilizado para el intercambio de material genético
entre lugares distantes, evitando la endogamia y ademas, sin la necesidad de exponer estos
animales silvestres a problemas de transporte, que podrian poner en riesgo su integridad.
A futuro, también podria incluirse biotecnologias de reproduccion asistida en manipulacion
de gametos y fecundacion in vitro en pudu.
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6.1. CONCLUSIONES.

Es posible obtener muestras de semen en pudi mediante electroeyaculacion.
Es posible congelar semen de pudi en pajuelas francesas de 0,25 ml a -196 °C.

La evaluacion de calidad espermatica en semen fresco, refrigerado y congelado revela que
la mayor disminucién en esta calidad ocurre durante el proceso de refrigeracion.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los diluyentes Tris y Leche SB en
la conservacion del semen de pudu.
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8. ANEXOS.
Anexo 1
DILUYENTES
Tris Stock.
Trihidroximetilaminometano 3,2 gr.
Acido citrico 1,8 gr.
Fructosa 1,3 gr.
Estreptomicina 0,1gr.
Penicilina s6dica 100.000 UI
Agua purificada 100 ml.

Diluyente de congelacion en base a Tris.

Tris stock 4,6 ml
Glicerol 1,4 ml (7%)
Yema de huevo 4 ml (20%)
pH 6,8

Diluyente de congelacion Leche SB.

Leche descremada UHT 7,6 ml
Glicerol 1,4ml (7%)
Yema de huevo 1 ml (5%)
Fructosa 0,485 g
Estreptomicina 0,04 g
Penicilina G Sddica 0,03 ¢g

pH 6,5
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Las concentraciones usadas corresponden a la mitad de las fabricadas para cada diluyente,

ya que se diluira en partes iguales con semen-+diluyente de recoleccion.
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Anexo 2

TINCIONES.

Tincion de Blom:

Eosina (soluble en agua) 1,67 g
Nigrosina (soluble en agua) 10g
Citrato sodico, 2H,O 29¢
Agua destilada c.s.p. 100 ml.

Se deposita en un porta objetos limpio y desengrasado una parte de la tincion y una parte de
semen con las cuales se realiza el frotis. Se deja secar y se observa. Todo el procedimiento
debe hacerse sobre platina temperada.

Tincion de Karras.

Técnica de tincion de galea capitis con amarillo metacromo y azul de victoria, segin
Karras (1950) y las indicaciones de Kordel (1959):

a) Preparacion del frotis:

Se deposita una gota de semen sobre un portaobjetos (previamente limpiado y
desengrasado), en seguida se realiza un frotis con un cubreobjeto de modo que este se
mantenga en un angulo de 45° en relacion al portaobjetos. Inmediatamente después de
secado a temperatura ambiente, se observa bajo el microscopio de contraste de fases para
ver su calidad. Antes de proseguir el trabajo, los frotis deben permanecer a temperatura
ambiente por 24 horas protegiéndolos del polvo.

b) Preparacion de soluciones madre:

1.- Solucidn sobresaturada de amarillo metacromo.
Metanol 15 ml.
Solucion madre de amarillo metacromo 85 ml.

2.- Solucidn de azul de victoria al 3% en alcohol metilico.
Agua destilada 80 ml .
Solucion madre de azul de victoria 20 ml

Para el mejor éxito de la técnica de tincion es necesario que estas soluciones maduren
durante 3 a 4 semanas en una estufa a 37°C. Al momento de usar deben ser filtradas.

3.- Solucioén de tanino.
Tanino 1 parte.
Agua destilada c.s.p. 19 parte.
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¢) Tincion del frotis:

1.- Fijar sumergiéndolo 2 veces en alcohol metilico. Dejar secar durante 30 min. en forma
oblicua.

2.- Colocar el frotis horizontalmente y cubrirlo con la soluciéon de amarillo metacromo
durante 90 seg.

3.- Lavar cuidadosamente con agua hasta que no aparezca amarillo de metacromo en un
papel de filtro.

4.- Cubrir el frotis con solucion de tanino por 60 seg.

5.- Lavar con agua.

6.- Cubrir con azul de victoria por 15 seg.

7.- Lavar y dejar escurrir el agua.

8.- Poner en forma oblicua y dejar secar al aire. No usar papel de filtro.



Anexo 3

SOLUCIONES PARA PRUEBAS DE EVALUACION.

Solucién Hiposmotica.

Citrato Trisodico
Agua purificada
pH

Osmolaridad

1 gr.

100 ml.

7,6

100 mOsm/kg.

Solucion Glutaraldehido al 2% en BL-1.

BL-1:

Glucosa monohidratada
Citrato Trisodico
Bicarbonato sodico
Agua purificada

Glutaraldehido al 2%:
BL-1

Glutaraldehido

pH

2,9 gr.

1 gr.
0,2 gr.
100 ml.

92 ml.
& ml.
7,8
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Anexo 4

PROTOCOLO DE ELECTROEYACULAION.

Pulsos de 1segundo

1 volt 2 volt 3 volt 4 volt 5 volt
Serie A 10 pulsos 10 pulsos 10 pulsos
Serie B 10 pulsos 10 pulsos 10 pulsos
Serie C 10 pulsos 10 pulsos 10 pulsos

Con reposo de 5 segundos cada diez pulsos y 15 seg. entre cada serie.
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Anexo 5.
TABLAS DE CORRELACION.

Correlacion entre los parametros de evaluacion de semen de pudu en diluyente Tris.

SEMEN FRESCO M MP IM V EP 1A
motilidad (M) 1

mov progres (MP) 0,916 1

intens mov (IM) 0,564 | 0,713 1

vitalidad (V) 0,430 | 0,444 |0,400] 1

endos posit (EP) 0,346 | 0,417 10,562 0,181 1

integri acrosoma (IA) 0,618 | 0,713 |0,633]0,649| 0,329 1
SEMEN

REFRIGERADO M MP IM V EP |IA
motilidad (M) 1

mov progres (MP) 0,574 1

intens mov (IM) 0,463 | 0,556 1

vitalidad (V) 0,379| 0,178]0,360 1

endos posit (EP) 0,015| 0,225|0,168 | 0,360 1

integri acrosoma (1A) 0,287| 0,4870,512]0,258 | -0,138 1
SEMEN CONGELADO M MP IM V EP 1A
motilidad (M) 1

mov progres (MP) 0,581 1

intens mov (IM) 0,484 | 0,498 1

vitalidad (V) 0,432| 0,184 10,154 1

endos posit (EP) 0,471| 0,201]0,215|0,591 1

integri acrosoma (IA) 0,250| 0,461]0,509 0,263 | -0,036 1

Valores en color azul muestran correlacion estadisticamente significativa.
Valores con fondo de color amarillo muestran correlacion negativa.



Correlacion entre los parametros de evaluacion de semen de pudu en dilutente Leche

SEMEN FRESCO M MP M V EP |IA
motilidad (M) 1 0,932 |0,338|0,739| 0,558 0,745
mov progres (MP) 1 0,42810,601] 0,555] 0,735
intens mov (IM) 1 0,096 | 0,625| 0,556
vitalidad (V) 1 0,570 | 0,681
endos posit (EP) 1] 0,567
integri acrosoma (I1A) 1
SEMEN

REFRIGERADO M MP IM \% EP 1A
motilidad (M) 1] 0,832]0,558|0,739| 0,514 0,818
mov progres (MP) 1]10,565|0,545| 0,317 | 0,786
intens mov (IM) 110,318 | 0,245 0,540
vitalidad (V) 1] 0,554 0,623
endos posit (EP) 1] 0,303
integri acrosoma (lA) 1

SEMEN CONGELADO M MP IM V EP |IA

motilidad (M) 1] 0,936]0,586|0,834| 0,601 | 0,679
mov progres (MP) 1]10,626|0,761| 0,523| 0,757
intens mov (IM) 1/0,361| 0,481 | 0,533
vitalidad (V) 1] 0,572| 0,621
endos posit (EP) 1] 0,432
integri acrosoma (l1A) 1

Valores en color azul muestran correlacion estadisticamente significativa.
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