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RE UMEN

La int gridad de la membrana plasm 'tica e un r qui ito
imprescindibl para la actividad normal dIe p nnat zoid y
muy e pecialm nt para la fertili ación. El acro ma y I
meInbrana pla ro 'tica d 1 permatozoide d carn ro 00 las

structura más d ñad s por I proc so d cong laci' n y
de con lación. .1 objetivo del pre nte trabajo fu d tenninar
el efecto d l ti mpo y d la t mperatura d incubaci' n n la
v lua ión d I dano de m mbrana en men d arn ro

utilizando los colorant nuor nt C Ic Ína AM om
marcador d t ra a citopl mática perm ante de I
m mbrana y homodírn ro d tidio (CAMI th-l) Ino
marador d DNA no-perm ante d la m mbran. ta t' cnica
ti n l v nt j d qu pennite evaluar el porc nt j d

P rmatozoid con la In mbr n pla mática intacta y
ÍInult'n am nte la movilidad espennátic . Los r sultados

obt nidos indicaron que I daño de las m mbrana esp rm tic
e increm ntó al levar la t mperatura d incubación mi ntr

que a In dida qu I ti tnpo de incubaci 'n aumentó di lninuyó
la movilidad permática y incrementó 1 porc ntaje de

permatozoid s con m mbrana pI m' ti a dañad .
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SUMMARY

The int grity of th p rm pi ma m mbran i an ss ntial
requirem nt for permatozoa function and p cially f r
f rti]i ation. Acro ome and pla ma m mbran f raIn
p rmatozoa ar the tructur s most d maged b freez -th w

proce . Th aiIn of thi study was determin the import nc
of tim and t mper tur of incubation in th aluation f
membr n damag with the f1uorophor prob alc in AM a
m mbrane-p rm ant ytopla ma ic e t ra e mark r nd

thidium hornodim r a membran -imp rm ant D A mark r
( AMI thD-I). Thi techniqu h the advantag of n blin

tim tion ofthe proportion of permatozoa ith intact pla m
] mm as well a th prop rtion e hibiting motility. Th r ult

btain d how that hi h t mperatur incr a d permatoz
d mag meanwhile the longer the incubation tim a gr at r th
lost oftnotility nd plasma m mbrane d mag .
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TRODUCCIÓN

La e lu ción in vitro de la c lid d s­
p rmática utiliz p ra obt n r infor­
ma ión d la cap cidad f rtilizant po­
t ncial d I m n o d I m n al d I cual
fu colectado. La int gridad de la m ln­
brana pla mática e un r quisito impr s­
cindibl para 1 activid d normal del es­
p nnatozoide y muy especi 1m nt para
la ~ rtilización (15). 1 de arrollo d l
micro copía p rmitió utilizar difer nt
t' cnic s para la ev luación d la morfo­
lo í d la m mbran c lul r tale como:
contra te de fa int rtl ren i f1uores­
c ncia (1 5 6). La uti Iización d t1 u ro­
cromo en combinación con tnicrosco­
pio d luz ultr viol ta ha d mostr do ser
una técnica muy ad cu da para e aluar

la incid ncia d I dañ d m mbrana n
lo sp rmatoz ¡de (6 3). Garn r et 1.
de cribieron un t'cni a bas da en la uti­
liz ción d do colorant fiuor scent :
dia tato d c rbo ifluorosceína y yo­
duro d propidio para 1 valuación d la
int grid d d m tnbrana (2). Janu kauka
y Rodríguez-Martín z trabajando con
em n d t ro y Althou y 1-1 pkin
on em n d rdo d cribi ron una

técnica para evaluar Id ño d membr­
o utilizando 1 s color nte fiuore c n­
t s alc ína AM (qu e un tnarcador d

tera a cil pla m 'ti p rm n de
la n1embrana) y homodítnero d Etidio
(C MI th -1) qu ti ne 1a v ntaj d
v luar l porc nt je d permatozoi-

d s con 1 In mbrana p1a m 'tica intacta

y imultáneament la mo ilidad p r-
Inátic (5 1 9).

El proceso d la con ervación p rm ­
tica cau a rio daño a lo p rmat ­
zoid de carn ro lo gu det rmina b ­
jo porc ntajes d preñ z (7 10 11). El
acro om y la m mbrana pla máti a d I

P nnatozoid de caro ro on 1 s
tru tura má d nad p r 1proc d
cong 1 ión y d ng 1 ción (8 1 ). Por
e ta r zón s d gr n int r' ntar n
un t' cnica in vitro para timar I dano
d los espermatozoide d pll' d I
cong lación ... 1obj tivo d I pr nt tra-
bajo fue d terminar 1 ~ cto del ti mp
y de la temperatur d incuba ión n 1
ev luación del dano d m mbrana n
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men d carn ro con la t' cnica d
CAM/Eth-l.

MAT RIALE YM'TODO'

d V trinaría d la Vniver idad u ca
d Ciencia Agrícola n Upp ala u­
cia. Tre pajuela de cada yaculado fu ­
r n evalu d d pu' d u d congela­
ción en agua a 50 C dur nt nu v
gundo . Lu go d la de cong lación e
tomaron alícuot d cada paju la y
procedió a valuar la int gridad d la
m mbrana sp rmática utilizando dos
telnp ratur de incubación: 20°C y 35°C
Y tres tietnpo d incubación: 15 30 Y
60 minuto.

coloreados completam nt de rd con
CAM y móvil S' verd inmóvile ( 1)

permatozoid con membrana plamá-
tica intacta coloreado d rd inm ' -
vil S' v rdes-rojos (VR) p rrnatozoi-
de con la membrana pla tnáti a danad
pero el acro ama intacto (v rd y 1<- r ­
gión po t-acro árnica colore da d rojo
con thD-l' rojo (R) spermatozoid s
con daño tanto en la m mbrana pla má­
tica como n lacro ómica y compl t ­
tn nte coloreado d rojo.

Análisi estadístico

an cotn
l m di

RESULTADO

Los r ultados d l ANVA para la vari ­
bl studiadas obs rvan n l Cuadro
1. Las Inedias y e.e.m. d lo porcent.i
de e p rmato oid rojos roj rde
v rd móvil y verd s inm ' vil por
eyaculado t mp ratura d incub ci' n
ti mpo d incubación y paju la

uadro 1. Re ultado d 1Aná i i de Varianza: niv le d ignific n ia d 1 ef¡ cto e tudiado .

Grado de

libeytad

Carn ro 2

8

P ju la 26

Ti mpod in uba ¡'n 1

T mp ratura d 2

in uba ión

ratura 2

*:p<O.OS· ** p<O.Ol· ***: p<O.OOl

8

Espermat.rojo Espermatozoides Espermatozoides Espermatozoide

rojos-verdes verdes-in móvile verdes-móvile

*** *** *** ***

n. n. n.s. n.

n.s. n. n.s. n.

n. *** n.s. ***

*** *** n.s. ***

n. * n. n.
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on m mbrana

a 35° pI' n-

ntan n 1 Cuadro 2. Para facilit r la
compr nsión d lo eÍl cto d la t m­
p ratur d lo tiempos d incuba­
ci ' n n la figura 1 s pr sentan junto
e to tratami ntos obr cada una d las
variabl s d re pue ta studiadas.

El efecto d carn ro influyó signi icati­
m nt ( <0.001) a toda la variable
udiadas. El yaculado y la pajuela no

af¡ ctaron a ninguna de la variabl s es­
tudiada (P>0.05) indicando que el ma­
nejo durant la cong 1 ción fue imilar

n todos los casos y que la variación n­
tr paju las d 1miSIno eyaculado no fue

tadísticam nt pr ciabl . No n-
contraron int raccion ignific tiva
ntre t mp ratura y tiempo de incuba­
ión p ra la variabl e tudiada alvo

para l por ntaj de esp rmatozoid
rd -rojo (P<0.05).

Una m 01' t mp ratura d in u eión
35°C) in rem ntó ignificativament

(P<O. 0001) 1porcentaj d p rmat ­
zoid dañ do incr m ntando lo por-

ntaj de p rmatozoid rojos es

d cir e p rmat zoide con m Inbrana
plasmática y acro ómic dañad s y
verd -rojo. Ad m' r dujo 1porc n-
taje d sp rm tozoide v rde Inóvil
( <0.0001). A mayor tiempo d in ub ­
ción di minuyó ignificativam nt
(P<O. 0001) 1porc ntaj d e p rmato­
zoid v rdes móvile incr In ntó el
porcentaj de p rmatozoid rojo-
v rd (P<O.O 1) d cir spermatozoi-
d con daño n la ro mbr na pI In 'tica.

Los porc ntaj s d p rmatozoid s ver­
d móvil (P<0.0006) y p rmato­
zoid v rd -rojo (P<O.OOO 1) fu ron
afectados por el ti mpo de in ubación.

L corr lacion ntre 1 v riables
pre ntan en 1Cuadro 3.

DISCUSIÓN

1d ñ d las lneln-
rana p rmática e incr mentó 1 1 -

val' la telnper tUl' d incubaci' n n1ien­
tra qu In dida qu 1ti mpo d incu­
bación aumentó di minuyó la movilidad
e permática y in l' m ntó el p rc n-

uadro 2. Pare ntaje qe pennatozoides rojo v rde -rojo
do t TI1p raturas diferentes (35° y 20°C) Y tr

v rd s-inmóvil s y v rde -móvile in ub do a
ti mpo d ineubaei' n (15 30 60 minut

Incubación Esp. Rojos Rojos-verdes Verdes-inmóviles Verde -mó ¡le
x(%) eem x(o~) eem x(%) eem x(% ) em (%) eem

Temperatura

20 54.1 ± 1.8<1 3.2 ± 0.4 22.4 ± 0.9 20.6 ± 1.5a

35 58.5 ± 1.7b 5.4 ± 0.5 b 21.5 ± 0.8 1 .9 ± 1.5b

Tiempo

15 55.6 ± 2.4 2.1 ± 0.5a 21.8 ± 1.0 21 ± 2.1<1

30 57.1 ± 2.1 4.2 ± 0.5b 21.9 ± 1.1 17 ± 1.7

60 56.3 ±2.0 6.7 ± O.Se 22.0 ± 1.0 1 - ± 1. b

Lit ral difer nt ntr fila indican di~ l' ncia tadí tic m nt ignificativa (p<O.O 1)

Verde -Rojos Verde-Inmóvil Verde- Móvil

Roj n - 0.56 -0.82

0.000] 0.0001

Rojo-v rde n 0.36

0.0001

Verde-1nmóvil n

uadro 3. Corr I eione
rojos v rd

ntre 1 proeentaje d pernlat zoid
innlóvil y v rd m' vil .

r jo v rde -
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ciah11 nt d bido a qu la t mp ratura
levada incr m ntan 1m tabolí 1no s­

p rmático y por nde la concentración
de catabolito incluyendo radical s li­
br lo qu c ti an daño en I 111 m­
branas p rmática (14).

Ambo factor mayor t mp ratura y
tiempo de incubación provocrlron una
r ducción d la movilid d pl.xlnática
(e p rm tozoid v rde Jnóvil ) in
af¡ ctar 1 porcentaje de e permatozoi­
d s inmóvil p ro on m mbranas in­
tactas (v rd inlnóvil ). s po ,ibl que

viabilidad sp rJnática qu incub cion
lnás prolongada.
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1. lución d l.as distintas variabl d sobr vi ncia espermática valuada n funci' n d 1 tielnpo y la
t mperatura de ncubación.
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