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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo realizar evaluacién
androldgica en toros de razas naturalizadas brasilefias y eva-
luar las caracteristicas seminales después de la criopreserva-
cién. Fueron utilizados animales de las razas Pantaneira, Jun-
queira, Crioulo Lageano, Mocho Nacional y Curraleira. La
motilidad individual y en masa, vigor y porcentaje de células
con cromatina integra fue semejante para todos los animales.
Con excepcion de los animales de las razas Pantaneira y Curra-
leira, los demds presentaron caracteristicas seminales fuera del
patrén recomendando para el congelamiento. Para evaluar el
efecto del congelamiento en el semen, fueron utilizados dos
reproductores de la raza Curraleira. Todos los animales pre-
sentaron descenso en la motilidad individual y vigor en el
poscongelacion y un aumento en el porcentaje de células anor-
males, no habiendo alteraciones en la integridad de la cromati-
na. Lareduccion en el porcentaje de células vivas con acrosoma
integro poscongelacion, fue mas acentuada en el semen de los
toros de la raza Curraleira, que en el control. Una variacion, fue
también observada en las tasas de clivaje y blastocisto, siendo
las menores tasas obtenidas cuando el semen de animales de la
raza Curraleira fue utilizado. Los resultados indican que la eva-
luacion de las caracteristicas estructurales y funcionales de los
espermatozoides posdescongelacion debe ser realizada en to-
das las partidas de semen que serén utilizadas en la formacion
de bancos de germoplasma.
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SUMMARY

The objective of the present study was to evaluate andrologi-
cal characteristics of bulls from Brazilian native breed and to
verify the effect of cryopreservation on semen parameters.
Animals from Pantaneira, Junqueira, Crioulo Lageano, Mocho
Nacional and Curraleira breeds were utilized. Individual and in
mass motility, and percentage of cell with intact chromatin,
were similar for all animals. Except the animals from Pantanei-
ra and Curraleira breeds, the remained showed seminal charac-
teristics beyond the parameters recommended for cryopreser-
vation. To evaluate the effect of freezing on semen characteris-
tics, two males from Curraleira breed were used. All animals
showed a decrease in overall and individual motility and an
increase in the percentage of abnormal cells, after thawed. No
changes in chromatin integrity were observed. The decrease in
the percentage of cells alive and with intact acrosome after
thawed was higher in the samples from bulls of the Curraleira
breed than in the control bull. A variation was also observed in
the cleavage and blastocyst rates, being the lowest rates obtai-
ned with semen from Curraleira animals. The results suggested
that the structural and functional evaluation of the sperm cells
after cryopreservation has to be done in all semen samples
used to form a germplasm bank.

Key words: semen, fertility, conservation, native breeds,
cryopreservation

INTRODUCCION

Brasil posee una grande variedad de ra-
zas naturalizadas u autdctonas, que se
desarrollaron a partir de aquéllas traidas
por los colonizadores portugueses, en-
seguida al descubrimiento del pais. Sin
embargo, con la llegada de otras mas pro-
ductivas, las razas naturalizadas fueron
poco a poco, siendo sustituidas por las
exoticas, haciendo con que muchas de
ellas hoy encuéntrese amenazadas de ex-
tincion (11,12).

Esas razas sufrieron un proceso de se-
leccion natural, durante casi cinco siglos,

en condiciones ambientales especificas,
de tal forma que hoy presentan alta adap-
tabilidad a determinadas condiciones,
resistencia a enfermedades y excepcio-
nal rusticidad (11), constituyéndose en
un patrimonio genético impar, que debe
ser mantenido y preservado. La conser-
vacion de esos recursos genéticos ani-
males, por lo tanto, es una cuestion prio-
ritaria no-solo por su caracter histérico,
pero también por serien una de las gran-
des fuentes de riqueza del pais (19).

Con el adviento de las biotécnicas de la
reproduccion asistida y biologia mole-

cular, se ha tornado posible preservar e
multiplicar estos animales, de forma que,
en el futuro, genes de importancia eco-
ndémica posan ser utilizados para incre-
mentar la produccién animal y/o aten-
der a demandas especificas (20).

La criopreservacion del gameto masculi-
no es el primer paso para la conserva-
cion de germoplasma, por ser una técni-
ca totalmente dominada, y de costes re-
lativamente bajo. Sin embargo, antes de
se preservar es necesario conocer el ma-
terial que serd almacenado. Con relacion
a los gametos masculinos, es necesario
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se tener una estimativa cuanto a fertili-
dad del donante, para que esos posen, en
el futuro, serien utilizados de la forma
mas adecuada y con mayor seguridad. Por
lo tanto, una evaluacion de los reproduc-
tores es fundamental antes de criopre-
servar el semen que sera utilizado en la
formacion de bancos de germoplasma.
Pues, mas importante que preservar es
saber que tipo de material esta siendo
preservando, siendo necesario recolectar
el maximo de informaciones posibles.
Principalmente, en se tratando de razas
naturalizadas, pues datos relacionadas a
las caracteristicas reproductivas son
practicamente inexistentes en la litera-
tura brasilefa.

El objetivo de esto estudio fue realizar
evaluacion androldgica de reproductores
de razas naturalizadas brasilefias, asi
como evaluar las caracteristicas semina-
les fisicas y funcionales delante del pro-
ceso de criopreservacion. El conocimien-
to de los aspectos reproductivos de esos
animales es fundamental para proporcio-
nar un mejor aprovechamiento de los
mismos en programas de conservacion y
preservacion de especies amenazadas de
extincion.

MATERIALES E METODOS

Ese estudio fue realizado en la Granja
Experimental Sucupira de Embrapa Re-
cursos Genéticos e Biotecnologia, en
Brasilia, DF, Brasil. Fueron utilizados
animales de cada una de las siguientes
razas naturalizadas brasilefias: Pantanei-
ra, Junqueira, Crioulo Lageano, Mocho
Nacional y Curraleira, con edad varian-
do de tres a ocho afios, pertenecientes al
Banco Brasilefio de Germoplasma Ani-
mal da Embrapa.

Inicialmente fue realizada la evaluacion
androldgica de cinco toros, un de cada
raza. Fueron realizados tres examenes
androldgicos con intervalo de 15 dias. En
el examen externo fueron realizadas la
circunferencia escrotal, la longitud, la
anchura y la consistencia testicular, uti-
lizandose cinta métrica y parquimetro.
Las recolectas de semen fueron realiza-
das con auxilio de un eletroeyaculador.

Inmediatamente, en el post-extraccion
seminal fue evaluado cuanto la motilidad
en masa (1-5), motilidad individual
0-100%) y vigor espermatico (0-5). Fue-

ron acondicionadas muestras en formal-
salina, para posterior determinacion de
la concentracion y morfoanomalia esper-
matica, ademas de la integridad de la cro-
matina.

La concentracion fue determinada a tra-
vés de recuento de células en una camara
de Neubauer. Para la morfologia esper-
matica, fueron hechas preparaciones hi-
medas en portaobjetos y evaluadas en
microscopio de contraste de fase, con-
tandose un total de 200 células.

La integridad de la cromatina fue deter-
minada utilizandose la técnica de tincion
con acridine orange (21). De las mues-
tras de semen hizo improntas, que fue-
ron fijadas y corados con acridine oran-
ge. Los portaobjetos fueron analizados
en microscopio de epifluorescencia, sien-
do contadas 200 células. Fueron consi-
derados con cromatina intacta los esper-
matozoides colorados en verde y con
cromatina danificada los colorados en
amarrillo u naranja.

Para evaluacidn del efecto de la congela-
cién en las caracteristicas seminales de
animales de razas naturalizadas fueron
utilizados dos (2) sementales de la raza
Curraleira y un (1) semental de la raza
Nelore (control) que presentaban carac-
teristicas fisicas del semen semejantes.

Los animales fueron sometidos a extrac-
ciones seminales, de acuerdo con lo des-
crito anteriormente y el semen sometido
a criocongelacion. La congelacion del se-
men fue realizado con el medio de conge-
lamiento tris — gema, utilizandose glice-
rol como crioprotector (13). Todos los
analisis fisicos y morfoldgicas del semen
fueron realizados pre y poscongelacion.
Ademas de los analisis ya mencionados,
fue también realizada una evaluacion de
la integridad del acrosoma.

La evaluacion de la integridad del acro-
soma fue realizada utilizando una tincion
doble (tincion trypan-blue/Giemsa) de
acuerdo con el descrito por Feliciano Sil-
va (5). Inmediatamente post-recolecta y
posdescongelacién, una muestra de se-
men fue incubada con triypan-blue, y
después de fijadas coradas con Giemsa.
Estas improntas fueron avaluadas en
microscopia de campo claro con recuen-
to de 200 células, considerandose vivos
los espermatozoides con acrosoma in-
tacto que no se colorearon (blanco u ce-

niza/castafio-claro), mientras que los es-
permatozoides muertos con acrosoma
desintegrado tenian una coloracién de
rosa-claro/rojo. ’

Para evaluar la capacidad fecundante del
semen de animales de razas naturalizadas,
poscongelacion y la posibilidad de utili-
zarlos para la produccion in vitro de em-
briones (PIV) se utiliz6 de semen de dos
animales de la raza Curraleira y un e ani-
mal de laraza Nelore (semen control), crio-
preservados en el experimento anterior.

Se utiliz6 un total de 441 ovocitos ma-
durados y fecundados in vitro en tres
repeticiones, utilizdindose el protocolo
de PIV recomendado por el laboratorio
de reproduccion animal de Embrapa Re-
cursos Genéticos e Biotecnologia (16).
Ovarios de vacas mestizas (Bos indicus
X Bos taurus) fueron recolectados luego
después del abate y los complejos cu-
mulos ovocitos (COCs) fueron aspira-
dos, de foliculos de dos a ocho mm de
didametro, con aguja de 18 G y con auxi-
lio de una bomba a vacio. Los COCs se-
leccionados fueron transferidos para el
medio de maturacion y incubados por
22 h Después de la maturacién los COCs
fueron transferidos para el medio de fe-
cundacion.

Simultdneamente, en cada una de las tres
repeticiones, se utilizé de semen conge-
lado de los tres toros. Para seleccion de
los espermatozoides el semen fue some-
tido a un gradiente de Percoll (Amers-
ham Biosciences AB, Uppsala, Sweden)
(15) y entonces adicionado en las gotas
de fecundacién (14) con una concentra-
cion final de 1x10° espermatozoides /mL.
Espermatozoides y ovocitos fueron co-
incubados por 22 h.

Después de la co-incubacidn, los supues-
tos zigotos fueron transferidos para el
medio de cultivo embrionario, SOF aaci
(8). Los embriones fueron evaluados 44
horas posinseminacion para tasa divisio-
nes celulares (clivage) y siete dias po-
sinseminacion para la tasa de blastocis-
to. Los datos referentes a la produccién
de embriones “in vitro” fueron analiza-
dos pelo teste do Chi-cuadrado.

RESULTADOS

Se puede observar que todos los anima-
les presentaron circunferencia escrotal
arriba de 30 cm (Cuadro 1). La evalua-

54

Veterinaria, (Montevideo) 40 (159-160) 51-54 (2005)



Cuadro 1. Caracteristicas testiculares evaluadas a través del examen androldgico de bovinos de razas naturalizadas brasilefas

(promedio de tres extracciones seminales).

Circunferencia Anchura Longitud Anchura Longitud Consistencia
s escrotal (cm) T.D.'(mm) T.D.!'(mm) T.D.}(mm) T.D.2(mm)  Testicular (1-5)

X +dt X +dt X £dt X +dt X+dt X *dt
Pantaneira 32,6 +0,6 75,6 0,6 120,6 + 0,0 74,6 + 0,6 130,0 £ 0,0 240
Junqueira 38,3+0,6 74,3 0,6 128,6 £ 1,5 68,6 + 1,5 129,3 £ 0,6 20
Criolo lageano 33,0+0,0 84,3+ 1,1 1393 £ 1,6 70,0 £ 0,0 139,6 £ 0,6 3+0
Mocho nacional 34,0+0,0 683+0,6 1493 £1,5 65,3+0,0 150,0£ 1,0 240
Curraleira 30,3+0,6 64,6 0,6 150,6 £1,1 61,0+ 1,0 120,6 + 1,1 20

'Testiculo derecho
*Testiculo Izquierdo
X = promedio y dt = desviaciones tipicas

cion de las caracteristicas seminales mos-
tro que la motilidad en masa, el vigor e el
porcentaje de células con cromatina in-
tacta fue semejante para todas las razas
(Cuadro 2). Los animales de las razas
Crioulo Lageano y Junqueira presenta-
ron motilidad inferior a la demostrada por
las demas razas. Ademas de la baja moti-
lidad, el animal de la raza Crioulo Lagea-
no presentd una alta porcentaje de célu-
las anormales y la raza Junqueira una baja

concentracion espermatica, cuando com-
parado a los demas (Tabela 2). Las anor-
malidades espermaticas observadas con
mayor frecuencia en el semen del toro de
la raza Crioulo Lageano fueron cabeza y
pieza intermediaria (Cuadro 3).

Los patrones minimos determinados por
el Colegio Brasilefio de Reproduccion
Animal (CBRA) para que un eyaculado
pueda ser congelado son los siguientes:
motilidad en masa 3, vigor 3, motilidad

en masa 70% y lo maximo 30 % de anor-
malidades espermaticas totales (7). Por
lo tanto, de todos los animales evalua-
dos, solo las razas P y C, presentaban
semen con caracteristicas adecuadas para
la criopreservacion de acuerdo con las
recomendaciones del CBRA.

Para evaluar el efecto de la criopreserva-
cion sobre las caracteristicas espermati-
cas de animales de razas naturalizadas
fueron utilizados dos animales de la raza

Cuadro 2. Evaluacion fisica y morfolégica del semen bovino de varias razas naturalizadas brasileias tras eletroeyaculacion
(promedio de tres extracciones seminales).

Motilidad Motilidade . Concentracion , Células con Cromatina
bl Vigor 7 ¢ Células Normales

Raza en Masa Individual (0- 15 Espermatica (x10 %) Integra
(1-5) 100%) a-5) sptz/ml) ® (%)

X £dt X £dt X dt X +dt X +dt X £dt
Pantaneira 2,6 0,6 70,0 +£5,0 3,0£0,0 113,0+ 36,2 78,7+ 1,1 98.5
Junqueira 2,0+1,0 46,6 £ 153 3,0£0,0 69,625 81,4+1,1 100.0
Criolo lageano 2,3+£0,6 583+2,8 2,3+£0,6 383,3 £ 146,8 59,716 97.0
Mocho nacional 3623 68,3 24,6 3,0£3,0 290,0 £217,0 92,7+1.2 98.5
Curraleira 3,0£1,0 70,0 £ 0,0 3,0+£0,0 335,0£529 82,2+2,0 98.5

X = promedio y dt = desviaciones tipicas
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Cuadro 3. Porcentaje de patologias espermaticas observadas en muestras de semen bovino de las razas naturalizadas brasilefias
(promedio de tres extracciones seminales).

Raza Defecto(so(:;e cabeza ifl)teef:rcr::;igiiapzﬁz; Defecto de Ia cola (%) Total de d(e(t]'/(‘t,():tos

X +dt X +dt X +dt X +dt
Pantaneira 10,0 £ 0,0 6,0 +0,0 5.3 1,1 21311
Junqueira T 1.7 4,0+0,0 7,6+1,5 18,6 £1,1
Criolo lageano 146+14 20,5+0,0 52+0,3 403+1,6
Mocho nacional 2,0+£0,0 2,0+0,0 2,8+ 0,6 6,8+1,4
Curraleira 42420 4,5+0,0 7,8+1,3 16,5431

X = promedio y dt = desviaciones tipicas.

Curraleira y un animal de la raza Nelore
(control). Los animales fueron seleccio-
nados por presentaren caracteristicas
seminales semejantes y dentro de los
patrones indicados por el CBRA (7),
antes de sometidos a la criopreservacion
(Cuadro 4).

Todos los animales evaluados presenta-
ron un descenso en la motilidad poscon-
gelacion cuando comparados a la precon-
gelacion, siendo que un de los reproduc-
tores de la raza Curraleira tuvo un des-
censo considerable (60%) en la motilida-
de poscriocongelacion. De la misma for-
ma, ocurrié un descenso en el vigor en
todas las muestras analizadas. Una va-
riacion en la morfoanomalia espermatica

fue también observada, a pesar de ese
parametro tener sido menos afectado por
el proceso de criocongelacion que la mo-
tilidad (Cuadro 4). En el cuadro 5 se pue-
de observar que el porcentaje de cola fuer-
temente doblada en el poscongelacion fue
la anomalia que mas vari6 con relacion a
la precongelacion, aumentandose el por-
centaje total de las células anormales.

Enel cuadro 6 encuéntrense los resulta-
dos referentes a la integridad del acroso-
ma y de la cromatina antes y después de
la criocongelacion. El porcentaje de es-
permatozoides con acrosoma intacto dis-
minuy6 en el poscongelacion. Sin em-
bargo, cuando el porcentaje de células
vivas con acrosoma intacto es conside-

rado (Cuadro 6), se observa una reduc-
cion acentuada del semen de los toros de
la raza Curraleira, siendo superior la dis-
minucién observada en el toro control.
No hubo variacion entre la pre y pos-
congelacidn, o sea, la criocongelacion no
afectd la integridad del ADN en los eya-
culados evaluados, (Cuadro 6).

Cuando el semen de animales de la raza
Curraleira fueron utilizados para la fe-
cundacion in vitro, las tasas de clivage y
blastocisto, fueron inferiores (p<0.05) a
las del toro control (Cuadro 7), siendo
que el toro dos de la raza Curraleira pre-
senté menor (P<0,05) tasa de clivage
(52,0%) y la menor tasa de blastocisto
(8,6 %).

Cuadro 4. Caracteristicas fisicas y morfoldgicas del semen de reproductores bovinos de las razas Curraleira (C) y Nelore
(Control) durante la pre y poscriocongelacion.

Motilidad Vigor Defectos Mayores Defectos Menores Total de defectos
pre post pre post pre post pre post pre post
Toros (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Control 80 70 3 8,5 17 4,5 3 13 20
C1 80 50 3 8 19 4,5 159 12,5 20,5
C2 80 20 3 6 18 25 0,5 8,5 18,5

56

Veterinaria, (Montevideo) 40 (159-160) 51-54 (2005)



(€002) 29-SS (091-6S1) 0F (0ap1aajuopy) ‘viivUIL]I/

LS

Cuadro 5. Evaluacion de la morfoanomalia espermatica del semen de sementales bovinos de las razas Curraleira (C) y Nelore (Control) en el pre y poscongelacion.

Toro Defectos Mayores Defectos Menores Total de defectos
Gota Gota
Acrosoma Cola fuertemente Citoplasmatica Cabeza  Citoplasmatica
rugoso Doblada Proximal Knob esper.  Pouch form  Aislada Distal
pre post pre post pre post pre  post pre post pre post pre post pre post
(%) (%) (%) (%) (%) ) () ) (B () (B (B) (%) (%) (%) (%)
Control 4 3.5 2 14 2 5 0,5 0 0 0 1 0 3,5 0 13 20
] 2 6 1,5 11 1,5 1 1 0 0,5 0 25 0 2 1 12,3 20,5
C2 4 3.9 1 A 1 1,5 0 0,5 0 0 1,5 0,5 1 0 8,5 18,5
Cuadro 6. Evaluacion de la integridad del acrosoma y cromatina espermatica de los sementales de las razas Curraleira (C) y
Nelore (Control) durante la pre y poscongelacion.
Toro Evaluacion de la integridad del acrosoma Evaluacién de la integridad de la cromatina
Vivos con acrosoma
intacto Total con acrosoma intacto Cromatina integra
% pre % post % pre % post % pre % post
Control 70,0 63,0 95,0 89,0 100 100
Cl1 71,5 33,5 94,0 62,0 100 100
C2 74,5 17,5 95,0 84,5 100 98




Cuadro 7. Tasa de clivage y de blastocisto posfecundacién in vitro de ovocitos bovinos, utilizindose
semen criocongelado, de sementales bovinos de las razas Curraleira (C) y Nelore (N).

N2 de ovocitos Clivage' (%)

Blastocisto en el D7 (%)

Toro
Control 144 127 (88,2)° 62 (43,1
Curraleiro 1 147 112 (76,2)* 33 (22,4)°
Curraleiro 2 150 78 (52,0)° 13 (8,6)°

'Evaluacion realizada 44 horas posinseminacion.
*h¢ Representan diferencia significativa entre toros (P<0,05, .X?).

DISCUSION

La fertilidad de un macho esta relaciona-
da a varios factores, tales como: produc-
cion espermatica, viabilidad y capacidad
fecundante de los espermatozoides del
eyaculado, deseo sexual y capacidad de
monta. El método mas utilizado para
evaluar la fertilidad todavia es el examen
androlégico completo, que involucra va-
rios testes tales como el anélisis fisico y
morfoldgico del semen, evaluacion del
interés sexual y biometria testicular. Si
embargo, muchas veces toros con semen
de motilidad normal y nimero adecuado
de espermatozoides normales, ni siem-
pre atingen tasas aceptables de concep-
cion, pues los espermatozoides del eya-
culado pueden tener problemas estruc-
turales u funcionales y se tornaren inca-
pacitados para fecundar. Por eso moti-
vo, otras caracteristicas espermaticas
tales como la integridad de la cromatina,
la integridad del acrosoma y la capacidad
de se ligar a zona pelacida del ovocitos
deben ser evaluadas.

La toma de la circunferencia escrotal es,
indiscutiblemente, una medida facil de
ser obtenida y altamente relacionada con
produccion espermatica, ademas de ser
de alta herdabilidad (2). Todos los ani-
males evaluados presentaron una circun-
ferencia escrotal superior a 20 cm, a pe-
sar de eso, la circunferencia escrotal fue
inferior a normalmente encontrada en
animales de las razas europeas (1), asi
como de razas zebuinas (6). Teniendo en
vista que, las razas naturalizadas son
originadas de las razas europeas era es-

perado que ellos presentasen circunfe-
rencia escrotal mas proxima de las razas
europeas. Sin embargo, es posible que
debido a seleccion natural a que esas ra-
zas fueron sometidas, los aspectos rela-
tivos a rusticidad y adaptabilidad tengan
sido seleccionado en detrimentos de aque-
llos relacionados a fertilidad. Si embar-
go, es dificil hacer comparaciones por-
que en esto estudio se utilizé un solo
semental/raza, aliada a la escasez de da-
tos relativos a esos animales en la litera-
tura especializada. Vale resaltar que el
semental de la raza Junqueira fue lo que
presentd mayor circunferencia escrotal,
que es indicativo de mayor produccion
espermatica, pero presentd una menor
concentracion, indicando que ninguna
medida aisladamente debe ser utilizada
para evaluaciones de la reproduccion de
los sementales.

Las caracteristicas fisicas del semen
como motilidad en masa y vigor fueron
semejantes para todos los animales. El
mismo ocurrio con el porcentaje de célu-
las con cromatina intacta, siendo esa ca-
racteristica una de las responsables por
pierdas embrionarias, visto que la cro-
matina alterada permite que el esperma-
tozoide fecunde el ovocito, pero ese no
llega ademas de estadio de pro-nucleo,
no ocurriendo consecuentemente desa-
rrollo embrionario (4,24).

Los sementales de la raza Curraleira y
Pantaneira fueron los que presentaron
caracteristicas seminales de acuerdo con
los patrones de fertilidad considerados
aceptables por el CBRA. Los demas pre-

sentaron baja motilidad y alta porcenta-
je de células anomalas. La motilidad es
esencial para la fertilidad, a pesar de no
ser necesariamente indicativa de capaci-
dad fecundante. De todos los modos, la
morfoanomalia espermatica es también
una importante caracteristica, pues la
misma esta relacionada a funcion del es-
permatozoide. Alteraciones morfoldogi-
cas, principalmente ubicadas en la region
de la cabeza, afectan la capacidad del es-
permatozoide de fecundar, comprome-
tiendo consecuentemente la tasa de con-
cepcidén (22,23).

Cuando el semen de animales de la raza
Curraleira fue sometido a criocongela-
cion, todas las muestras presentaron un
descenso en el vigor y en la motilidad en
lo poscongelacion cuando comparado a
la precongelacion. Siendo que un de los
reproductores tuvo una disminucién
considerable (60%) en la motilidad, indi-
cando la sensibilidad individual diferen-
ciada con relacion a las injurias de la crio-
congelacion. Esos resultados ya eran es-
perados visto que la criocongelacion cau-
sa dafos en el espermatozoide y un de
los primeros sefiales es la reduccion del
porcentaje de espermatozoides vivos.
Ese descenso en la motilidad y vigor es-
tan relacionados al estrés y injurias cau-
sadas en los espermatozoides durante el
proceso de criocongelacion (17,18).

Se ha observado una variacion en la mor-
foanomalia espermatica, alin que tenga
sido menos influenciada por el proceso
de criocongelacion do que el observado
para la motilidad. El porcentaje de cola
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fuertemente doblada en el poscongela-
cion fue la anormalia que mds varié con
relacion a la precongelacion, elevando el
porcentaje total de las células andmalas.
Es importante resaltar que ese tipo de
anomalia también puede ser provocada
por la manipulacién del semen en el mo-
mento de la descongelacion. Los proce-
sos de congelacion y descongelacion
también tracen dafos irreversibles a va-
rias membranas de los espermatozoides,
pudiendo también causar dafios estruc-
turales a célula (17,18). Por lo tanto, en
eso estudio también fue evaluado la inte-
gridad del acrosoma antes y después de
la criocongelacion. El porcentaje de es-
permatozoides con acrosoma intacto pre-
sent6 leve disminucidn en el posconge-
lacion. Sin embargo, el aspecto mas im-
portante con relacion a esa caracteristica
es el porcentaje de células vivas con acro-
soma intacto, visto que esas son las cé-
lulas dentro de la poblacién que tiene la
posibilidad de fecundar el ovocito. Cuan-
do esa evaluacion fue considerada se ha
observado una brusca reduccion del se-
men de los reproductores de la raza Cu-
rraleira, habiendo una variacion conside-
rable entre elles. Esa caracteristica tiene
sido correlacionada (25) con dafios que
la criocongelacion causa a las células es-
permaticas. Por otro lado, se ha demos-
trado que la integridad del acrosoma pre-
senta alta correlacion con la tasa de pe-
netracion (3), confirmando la importan-
cia de ese parametro en la funcionalidad
del gameto masculino.

La criocongelacion no afect6 la integri-
dad del ADN en los sementales evalua-
dos, no habiendo variacion entre pre y
poscongelacion.

La fertilidad de los toros estéa relaciona-

da con la capacidad del espermatozoide
de fecundar el ovocito, formar el zigoto

y proporcionar un desarrollo embriona-
rio normal. Con el adviento de la técnica
de fecundacioén in vitro (FIV) se ha tor-
nado posible evaluar la capacidad fecun-
dante y el papel del espermatozoide des-
pués de la fecundacién (9,10). Los se-
mentales de la raza Curraleira presenta-
ron tasas divisiones celulares (clivage) y
blastocisto inferiores al del toro control.
Sin embargo, el toro 2 de la raza Curra-
leira presenté menor tasa de clivage y
blastocisto que el toro 1. Vale resaltar
que el toro 2 también presentd la menor
motilidad y el menor porcentaje de es-
permatozoides vivos con acrosoma in-
tacto en la evaluacion posdescongelacion,
indicando que el semen es de fertilidad
inferior u es mas susceptible a las inju-
rias de la criocongelacion que el toro 2 de
la misma raza. Esos resultados indican
que la determinacion de las caracteristi-
cas fisicas (motilidad individual y en
masa, vigor y concentracion), por si solo
no son suficientes para predecir la ferti-
lidad de un semental. Las evaluaciones
poscriocongelacion son muy necesarias
para si tener una mejor estimativa acerca
de la fertilidad del semen criocongelado.

Debido al pequefio muestreo no se pue-
de sacar conclusiones definitivas en esto
estudio, pero ya sefala los primeros da-
tos sobre algunas caracteristicas andro-
l6gicas de sementales de razas naturali-
zadas brasilefias, tornandose imprescin-
dible la evaluacién de un mayor nimero
de animales para se tener mejor conoci-
miento acerca del patrén androldégico de
esas razas. Los resultados obtenidos aqui
muestran que es posible utilizar semen
de esos animales para la criocongelacion
y posterior utilizacién en la producciéon
“in vitro” de embriones. Si embargo, el
aspecto mas importante de esto trabajo
es que, en lo que se refiere a los animales

en extincion, se deba tener un mayor cui-
dado en el momento de la evaluacion del
semen criocongelado, pues como en ge-
neral se dispone de pocos ejemplares
dentro de una misma raza, sementales
rechazados deben ser sometidos a exa-
menes complementares, pues dependien-
do del tipo de problema presentado, se
puede utilizar alternativas, como, por
ejemplo, aumentar la concentracion es-
permatica, en la tentativa de criopreser-
var este material. Todavia, se puede uti-
lizar otras técnicas que posibiliten el uso
de eso material, mismo con algunos pro-
blemas, como es el ejemplo de la fecun-
dacién in vitro (FIV) e inyeccidn intra-
citoplasmatica de espermatozoide (ICSI).

CONCLUSIONES

La evaluacion androlégica de sementales
de razas naturalizadas brasilefias permi-
te identificar animales con caracteristi-
cas seminales adecuadas para la criocon-
gelacion. El semen de sementales en pro-
gramas de conservacion “In Situ” debe
ser criopreservado, sin embargo, la ex-
tension de las injurias causadas por el
estrés de la congelacién depende de ca-
racteristicas individuales, siendo que las
mas afectadas la integridad del acrosoma
y la motilidad. La evaluacion de las ca-
racteristicas estructurales y funcionales
de los espermatozoides posdescongela-
cion debe ser realizada en todas las par-
tidas de semen que seré6n utilizadas en la
formacion de bancos de germoplasma. El
semen de estos animales también puede
ser utilizado para la produccion in vitro
de embriones.
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