Facultad de Veterinaria
Unitversidad de Ly Regablics
Uruguay

UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
FACULTAD DE VETERINARIA

Programa de Posgrados

CARACTERIZACION Y CRIOPRESERVACION DE SEMEN

DE VENADO DE CAMPO (Ozotoceros bezoarticus)

Maria Florencia Beracochea Gonzalez

TESIS DE MAESTRIA EN REPRODUCCION ANIMAL

URUGUAY

2014






Facultad de Veterinaria
Unitversidad de Ly Regablics
Uruguay

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA

FACULTAD DE VETERINARIA

Programa de Posgrados

CARACTERIZACION Y CRIOPRESERVACION DE SEMEN

DE VENADO DE CAMPO (Ozotoceros bezoarticus)

Maria Florencia Beracochea Gonzalez

Dr. Rodolfo Ungerfeld

Director de Tesis

Dr. Jorge Gil Dr. Julian Santiago-Moreno  Dr. José Julian Garde
Co-Directores de Tesis Co-Directores de Tesis Co-Directores de Tesis

2014



INTEGRACION DEL TRIBUNAL DE DEFENSA DE TESIS

German Alvaro Lopez; DMV, MS
Departamento de Produccion Animal y Pasturas. Facultad de Agronomia

Universidad de la Republica — Uruguay

Rossana Sapiro; DM, MS, PhD
Departamento de Histologia y Embriologia. Facultad de Medicina

Universidad de la Republica - Uruguay

Maria Isabel Vazquez; DMV, PhD
Departamento de Reproduccion Animal. Facultad de Agronomia y Veterinaria

Universidad Nacional de Rio Cuarto - Argentina

2014



ACTA DE DEFENSA DE TESIS



INFORME DEL TRIBUNAL



DEDICATORIA

“Hay una fuerza motriz mas poderosa que el vapor, la electricidad y la energia atomica: la

voluntad ”

Albert Einstein

A mi madre, mi hermano y Euge,

por su apoyo incondicional



AGRADECIMIENTOS

A mi tutor, Rodolfo Ungerfeld por permitirme transitar por el camino de la investigacion, por
su paciencia y ensefianza del dia a dia. Gracias por brindarme la oportunidad y la confianza
de trabajar en lo que me gusta.

A mis cotutores, Julian Santiago Moreno y Julian Garde por sus aportes en la tesis y en los
articulos cientificos que se desprendieron de la misma. Especialmente a Jorge Gil no sélo por

sus aportes en esta tesis sino por todo lo que me ha ensefiado durante este camino.

A Valentina Sitya, por su gran ayuda durante los procesos de criopreservacion,

descongelacion y evaluacion de las muestras.

A todos los que participaron en las extracciones en la Reserva ya que su ayuda fue vital para
poder criopreservar las muestras: Matias Villagran, Fernando Fumagalli, Adrian Sestelo,
Solana Gonzéalez, Lorena Lacuesta, Julia Giriboni, Marcela Canabal, Laura Morena, Danilo
Fila, Juan Pablo Damian, Cesar Savignone, Natalie Citon, Valentina Sitya, Jorge Gil, Rodolfo
Ungerfeld, Andrea Alvarez, Alejandro Bielli, Pedro Claudino, Olga Garcia, Alejandro

Maroto, Aline Freitas de Melo, Karina Rando, Neftali Clemente.

Al personal de la Reserva involucrado en el trabajo: Edgardo Barrios, Ricardo Sorelo, Jhonny

Brioso y Tabaré Gonzélez.

A la CSIC y a la Intendencia Departamental de Maldonado por financiar el Proyecto
“Biologia reproductiva del venado de campo (Ozotoceros bezoarticus) 2: biologia

reproductiva de los machos, extraccion, caracterizacion, manejo y preservacion de semen”

A mi familia por estar siempre, especialmente a mi madre y mi hermano por ensefiarme a

valorar la vida y por acompafiarme en este camino.

A Euge por soportarme y ayudarme siempre que fue necesario. Gracias por ser parte de mi

vida.



A todos los integrantes del laboratorio en especial a Matias Villagran, Lorena Lacuesta y

Julia Giriboni por ser parte de mi dia a dia. Gracias por todo lo que me han ensefiado.

A Xime y Tita, mis amigas del alma, por estar en las buenas y en las malas.

A ese loco grupo de amigos que conoci en el pasaje por la Facultad de Ciencias,
especialmente a Valentina Lagos y Sebastian Rodriguez por estar cada vez que los necesite.
A todos ellos mil gracias por las charlas, comidas, por su compafiia y por estar siempre.

Por altimo pero no menos importante al tribunal de la Tesis, Isabel Vazquez, Rossana Sapiro

y Alvaro Lopez, por aceptar ser parte del tribunal, por la rapidez con la que realizaron la

evaluacion y por sus aportes y comentarios que permitieron mejor el contenido de la Tesis.

MUCHAS GRACIAS!



PUBLICACIONES

Hasta el momento los trabajos incluidos en esta tesis han generado la siguiente

publicacion:

Beracochea, F., Gil, J., Sestelo, A., Garde, J.J., Santiago-Moreno, J., Fumagalli, F.,
Ungerfeld, R., 2014. Sperm characterization and identification of sperm sub-
populations in ejaculates from pampas deer (Ozotoceros bezoarticus). Anim. Reprod.
Sci. Aceptado para su publicacion (Anexo 1)

Ademas se encuentra en una fase avanzada de redaccion:

Beracochea, F., Sitya, V., Gil, J., Sestelo, A., Ungerfeld, R., 2014. Cryopreservation of

pampas deer (Ozotoceros bezoarticus) sperm.



INDICE DE CONTENIDOS

DT [ or: (o] 1 - [
AGradeCiMIBNTOS. ...\ttt ii
PUBIICACIONES. . ... e v
Indice de CONtENITOS. ............eiie e, v
Lista de abreviaturas. ... ....o.oiieinie e viii
LiSta A IQUIAS. ... iv
Listade tablas. ... ..o X
R SUMIBN . . Xi
SUMIMIAIY . .ttt e e e e e xiii
1. Introduccidn general....... ..o, 1
1.1 Situacion actual y distribucion del venado de campo..................o.oeeeeee. 1
1.2 Caracteristicas generales de la €Specie............ccoovviiiiiiiiiiiiiiiieeen, 1
1.3 Estacionalidad reproductiva...............coooiiiiniiiii 3
1.4 Parametros reproductivos del macho de venado de campo....................... 4
1.5 ColeCCiON e SEMEN. .. ..veie it e 4
1.6 Caracteristicas SemiNales. ...........oviuiririii e 5
1.6.1 Espermiograma: evaluacion subjetiva de la motilidad........................ 6

1.6.2 Espermiograma: evaluacion objetiva de la motilidad y de la morfometria

BSPEITNALICA. ...\ttt ettt 7
1.6.3 Espermiograma: otros parametros a ser evaluados........................... 8
1.6.4 Subpoblaciones eSpermaticas. .............ovvivieriiiiiiiie e 9

1.7 Conservacion de 1aS €SPECIES. ... .viuire ittt 9
1.8 Criopreservacion del material genético...............ooovivviiiiiiiiiiiiiinn, 10
1.9 Criopreservacion seminal. ... 11
1.10 Composicion general de un diluyente..............ccooviiriiiiiiiiiinnss 13
1.10.1 Crioprotectores: yema de huevo y glicerol..................ooiiiiinnn. 13
1.10.2 Otros aditivos necesarios en los diluyentes..................cooevviiininnnn 15

2. HIPOTESIS. ..t 16
3. OB JLIVOS. ..t 17
3.1 ObJetiVO general........c.oneiniii e 17
3.2 Objetivos eSPeCifiCOS. ..ottt 17
4. Estrategia de lainvestigacion.............oooiiiiiii i 18



4.1 Procedimientos experimentales. ............o.ooviiiiiii i 18

5. Materiales y métodos generales............c.oooiiiiiiiiii 20
5.1 Localizacion y manejo de los animales..............ocoeiiiiiiiiiiieenene. 20
5.2 AniMales UtHHZA0O0S. ..o e 20
5.3 Procedimientos generales. .........c.oviniiriiiit i 23

5.3 L ANESEESIA. ..ttt ettt et e 23
5.3.2 COleCCiON 08 SEMEN. ... vttt e 23

6.Capitulo 1: Caracterizacion de semen de venado de campo..................... 24
6.1 INTrOAUCCION. ... ettt e e 24
8.2 ODJELIVO. ..o 25
6.3 Objetivos eSPECiTiCOS. .......vir i 25
6.4 Materiales Y MEtOdOS. ..ot 26

6.4.1 Caracterizacion seminal.............c.ooouiiiiiiiiii e 26
6.4.2 ESpermiograma DasiCO. ... .......ovuieit e 26
6.4.3 Pardmetros morfometriCoS. .........o.oviviniiiiiiiie e 27
6.4.4 Analisis eStadiStiCO. ... ...oviuii i 28
B.5 RESUITAAODS. ...\ et 30
6.5.1 ESPermiogramal. ..........c.ovuiiuiinuiti it 30
6.5.2 Pardmetros morfometriCoS. ...........ovvuiniiiiii e 32
6.5.3 Subpoblaciones eSPermatiCas. ...........covvveriuiiiiriiiiieiieeeieeeaeae, 34
B.6 DISCUSION. ...\ ettt e e e 36
B.7 CONCIUSIONES. ...\t e e 40

7.Capitulo I1: Comparacion de diluyentes para la criopreservacion de semen

de venado de CamPO. ......ouir it 41
7L INIrOAUCCION. ...t e 41
T2 ODJBHIVO. ..t 43
7.3 Materiales Yy MEtOdOS. ..o 44
7.3.1 Nomenclatura de 1as MUESEIas. .........ccoviiiiiriiie e 44
7.3.2C0NQEIACION. .. .o 44
7.3.2.1 Evaluacion seminal general...............ooiiiiiiiiiii 44
7.3.2.2 Refrigeracion y congelacion general...................ocooiiiiiinl. 45
7.3.3Descongelacion..........cooiuiiii i 45
7.3.4 ANAlisis eStadiStiCo.........ouiieiie e 46

Vi



TAEXPEIIMENTO L. ..o 47

TA L ODJEUIVO. . ..v e 47
7.4.2 MaterialesS Yy MEt0dOS. .......oviirie i 47
TA2.L ANIMAIES. ..o 47
7.4.2.2 Diluyentes utilizados. ............cooiiiiii e 47
7A43ResUltados .......oveiii e AT
7.4.3.1 Calidad de la motilidad y motilidad espermatica......................... 47
7.4.3.2 Anormalidades morfoldgicas e integridad de membrana y
T (0103111 (or: DS 48
THEXPEIIMENTO 2. .. .t e, 51
AT B0 1) 1< 5 T PR 51
7.5.2 Materiales ¥ MEtOAOS. .....vueintiit it ol
7.5.2. 1 ANIMalesS. ....oooi i, 51
7.5.2.2 Diluyentes utilizados. ........cooiiiiiiii 52
7.5.3 ReSUIAOS. ..o viitiit e 52
7.5.3.1 Calidad de la motilidad y motilidad espermatica......................... 52
7.5.3.2 Anormalidades morfoldgicas e integridad de membrana y
T (0110 1 1] (o7 VPPN 54
7.6 Discusion: EXperimento 1Y 2.....c.ouiiiniii e, 55
7.7 CONCIUSIONES. .. .ot 57
8. DISCUSION JENEIAL.......cuiiuiiiieeie ettt nre s 58
9. ConclusSioNeS generales. ... .....cvouiniiiie e 59
10. Referencias bibliograficas.................ccooo i 60
I T o P 79

Vii



LISTA DE ABREVIATURAS

A: Area

An: Ancho

ANOVA: Andlisis de varianza

ASMA: Automated Sperm Morphology Analysis

CASA: Computer Assisted Sperm Analysis

CASMA: Computer Assisted Sperm Motility Analysis

CITES: Convencion sobre el comercio internacional de especies amenazadas de fauna
y flora silvestre.

DPX: ftalato de dibutilo xileno

ECFA: Estacion de Cria de Fauna Autdctona Cerro Pan de Azucar
EE: Electroeyaculacion

E-N: Eosina nigrosina

FTG: Fructosa Tris Glicina

Funl: (L/An)

Fun2: [4nA/(P?)]

Fun3: [(L-An)/(L+An)]

Fun4: [(rLAN)/(4A)]

HOS: Técnica de hipodsmaosis

L: Largo

P: Perimetro

p2a: (P¥/4nA)

RSIQ: Rango semi-interquartil

To: Evaluacion de muestras de semen recién colectado

T1: Evaluacion de muestras inmediatamente luego de completar la dilucion en cada uno
de los tratamientos

T,: Evaluacion de las muestras luego del enfriadoa5°C

Ts: Evaluacion de las muestras luego de la descongelacion

T,: Evaluacion de las muestras luego de una hora posdescongelacion
Ts: Evaluacion de las muestras luego de dos horas posdescongelacion
UICN: Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza

VA: Vagina artificial

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Machos adultos de venado de campo pertenecientes a la poblacién
Qe Ja EC R A
Figura 2. Relacion entre la calidad de la motilidad espermaética, el porcentaje
de espermatozoides mdtiles, y el porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva y la longitud de la cabeza de los espermatozoides de semen de
VENAA0 0B CAMPO ...vntit ittt et e e e et e e e e
Figura 3. Calidad de la motilidad, porcentaje de espermatozoides métiles y
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva de semen de venado
de campo colectado durante la estacion reproductiva y diluidos con Andromed
O TrIladY L. .. e
Figura 4. Porcentaje de espermatozoides con anormalidades morfoldgicas y
porcentaje de espermatozoides con su acrosoma integro de semen de venado
de campo colectado durante la estacion reproductiva y diluidos con Andromed
O TrIladYl. ..o e
Figura 5. Porcentaje de espermatozoides con membrana integra de semen de
venado de campo colectado durante la estacion reproductiva, y diluidos con
Andromed 0 Triladyl...... ...,
Figura 6. Calidad de la motilidad, porcentaje de espermatozoides métiles y
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva de semen de venado
de campo colectado durante la estacion no reproductiva y diluidos con FTG....
Figura 7. Porcentaje de espermatozoides con anormalidades morfologicas y
porcentaje de espermatozoides con su acrosoma integro de semen de venado

de campo colectado durante la estacion no reproductiva y diluidos con FTG....

33

49

50

51

53

54



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Cantidad de colecciones seminales realizadas para la caracterizacion
SEIMINAL .. ..ot sttt es

Tabla 2. Porcentajes de espermatozoides con anormalidades morfoldgicas de
la cabeza, pieza media y cola de semen de venado de campo colectado
durante la estacion reproducCtiva .............oooeiuiiiiiniiiii e,
Tabla 3. Pardmetros morfométricos de la cabeza de los espermatozoides de
venado de campo de muestras colectadas durante la estacion
10570) (01 L To1 3 177 T
Tabla 4. Relacion entre los pardmetros morfométricos y la calidad de la
motilidad, el porcentaje de espermatozoides mdtiles, el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva y el porcentaje de espermatozoides
anormales de muestras seminales de machos de venado de campo.................
Tabla 5. Parametros morfométricos de las subpoblaciones espermaticas de
acuerdo a los parametros morfométricos de sus cabezas obtenidas a través de

UN ANALISIS 0B CIUSTRIS. .ot e e

22

31

32

34



RESUMEN

A pesar de que el venado de campo (Ozotoceros bezoarticus) es una especie en peligro
de extincion, hasta el momento el desarrollo y la aplicacion de biotecnologias
reproductivas para su preservacion han sido muy escasos. Los objetivos de esta tesis
fueron caracterizar el semen de venado de campo a partir de muestras colectadas
durante la estacion reproductiva, y comparar la efectividad de diferentes diluyentes para
la criopreservacion seminal durante diferentes estaciones del afio. Se obtuvieron
muestras seminales de machos adultos bajo anestesia mediante electroeyaculacion. En
el primer trabajo se evalud las caracteristicas seminales del venado de campo,
incluyendo el espermiograma basico y la determinacion del tamafio y la forma de la
cabeza de los espermatozoides. A su vez se determind la relacién de los parametros
morfométricos entre las variables espermaticas, la repetibilidad de los parametros
morfométricos entre diferentes colecciones y la presencia de subpoblaciones
espermaticas a partir de semen colectado durante la estacion reproductiva. En el
segundo trabajo se evalu6 la utilizacion de 2 diluyentes comerciales, Andromed o
Triladyl, para la criopreservacion de semen a partir de muestras colectadas durante la
estacion reproductiva, y de un diluyente casero (FTG) adicionado con 10% o 20% de
yema de huevo a partir de muestras colectadas fuera de la estacion reproductiva. La
media del volumen eyaculado fue 413,9 + 51 pl, con una concentracion de 792,2 + 96,2
x 10° espermatozoides/mL (media + EE). La calidad de la motilidad fue de 3,4 + 0,2, el
porcentaje de espermatozoides motiles fue de 69,1+ 3,2 % y el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva fue de 59,4 + 3,7 %. Ademas, el 63,3 £ 3,1
% de los espermatozoides presentd anormalidades morfolégicas y el 23,7 + 2,3 % de
los espermatozoides tenia su acrosoma dafiado. El largo de la cabeza de los
espermatozoides fue 7,6 + 0,01 pm, el ancho 4,4 + 0,01 pm, el &rea 28,1 + 0,07 um?y
el perimetro fue 21,9 + 0,04 pm, identificAndose 3 subpoblaciones espermaticas.
Existio una relacién positiva entre los pardmetros morfométricos de la cabeza de los
espermatozoides y la calidad de la motilidad (R = 0,54; p = 0,03), el porcentaje de
espermatozoides mdtiles (R = 0,54; p = 0,03) y motiles progresivos (R = 0,53; p =
0,03). Ademas el largo (R = 0,79; p = 0,011), ancho (R = 0,86; p = 0,003), area (R =
0,83; p = 0,006) y perimetro (R = 0,59; p = 0,009) de la cabeza de los espermatozoides
estuvieron relacionados positivamente en 2 colecciones diferentes. El diluyente Triladyl

protegiéo mejor que Andromed la motilidad espermaética (p = 0,05) y tendié a ser mejor
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en la proteccion de la calidad de la motilidad (p = 0,10), la motilidad progresiva (p =
0,07), y la integridad de membrana (p = 0,09) de los espermatozoides. El porcentaje de
yema de huevo (10% o 20%) adicionado al FTG no gener6 diferencias en la
criopreservacion. Se caracterizd el espermiograma basico, el que presentd una alta
variabilidad en la mayoria de sus variables, baja concentracion, volumen, calidad
espermatica y alto porcentaje de anormalidades morfologicas, lo que es una limitante
para su criopreservacion. La determinacion de los parametros morfométricos de la
cabeza de los espermatozoides, asi como la existencia de subpoblaciones, y la relacion
encontrada entre diferentes colecciones y los parametros morfométricos del tamafio de
la cabeza de los espermatozoides proveen informacion valiosa tanto para la evaluacion
del semen fresco como para mejorar la criopreservacion. El diluyente Triladyl preservo
mejor que Andromed las muestras de semen colectadas durante la estacion
reproductiva. Con los diluyentes testados no se logré criopreservar adecuadamente el

semen de venado de campo fuera de la estacion reproductiva.
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SUMMARY

Although pampas deer (Ozotoceros bezoarticus) is an endangered species, there is very
scarce information on reproductive biotechnologies for preservation. The objectives of
this thesis were to characterize pampas deer sperm from samples collected during the
breeding season, and to compare the effectiveness of different extenders for semen
cryopreservation during the breeding and the non-breeding seasons. Sperm were
collected from adult males under general anesthesia by electroejaculation. In the first
study the basic spermiogram and the size and shape of the sperm head were
determined. In addition, the relationship between morphometric data and sperm
variables, the repeatability of the sperm head morphometric descriptors among different
collections, and the existence of sperm subpopulations were determined. In the second
study samples collected during the breeding season were diluted with 2 commercial
extenders (Andromed or Triladyl), and samples collected during the non-breeding
season were diluted with a lab-prepared extender (FTG) with the addition of 10 % or 20
% of egg yolk. Ejaculated volume was 413.9 + 51.0 ul, and the sperm concentration
was 792.2 + 96.2 x 10° sperm/mL (mean + SEM). The motility score was 3.4 + 0.2, and
the percentage of sperm with progressive motility was 59.4 + 3.7 %. Also, 63.3 + 3.1%
of the sperm were morphologically abnormal, and 23.7 + 2.3% had acrosome damage.
The sperm head length, width, area and perimeter were 7.6 £ 0.01 um, 4.4 + 0.01 um,
28.1 + 0.07 pm% and 21.9 + 0.04 pm respectively, identifying three sperm
subpopulations. There was a positive relationship among morphometric descriptors and
the motility score (R = 0.54, p = 0.03), overall motility (R = 0.54, p = 0.03) and
progressive motility (R = 0.53, p = 0.03). Length (R = 0.79, p = 0.011), width (R =
0.86, p = 0.003), area (R = 0.83, p = 0.006) and perimeter (R = 0.59, p = 0.009) of
sperm head recorded in two different collections were positively related. Triladyl was
better than Andromed protecting sperm motility (p = 0.05), and tended to be better in
protecting the quality of motility (p = 0.10), progressive motility (p = 0.07) and
membrane integrity (p = 0.09) of the sperm. The percentage of egg yolk (10 % vs 20%)
added to FTG did not affect the effectiveness of cryopreservation of out-of-season
collected samples. The basic spermiogram was characterized, the low concentration,
small volume, sperm quality, great incidence of abnormal morphology and wide

variation for these variables limits sperm cryopreservation. The sperm head
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morphometric descriptors, the existence of sperm subpopulations and the consistent of
morphometric data among different collections provides valuable information for the
evaluation of fresh sperm, and possibly improves cryopreservation. Triladyl preserved
better than Andromed the samples obtained during the breeding season. The samples

collected out of season could not be adequately preserved with the tested extenders.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Situacion actual y distribucion del venado de campo

El venado de campo (Ozotoceros bezoarticus, Linnaeus 1758) es un cérvido
autoctono cuya poblacién ha disminuido considerablemente (Gonzélez et al. 2010).
Desde 1975, la convencion sobre el comercio internacional de especies amenazadas
de fauna y flora silvestre lo incluye en su Apéndice I, lo que implica considerarlo
como una especie amenazada de extincion (CITES, 2013). A su vez, la UICN
(Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) cataloga a la especie
como casi amenazada (UICN, 2014).

Se ha reportado la existencia de pequefias poblaciones de la especie en Argentina
[Bahia Samborombén (Vila & Beade, 1997), Corrientes (Parera & Moreno, 2000),
San Luis (Dellafiore et al. 2003), Santa Fé (Pautasso et al. 2002)], Brasil (Carvalho,
1973; Goss-Braga, 1999) y Uruguay (Gonzélez, 1993; Cosse, 2001). En Uruguay
existen dos subespecies endémicas (Gonzélez et al. 1998; 2002): Ozotoceros
bezoarticus uruguayensis en el Departamento de Rocha, y Ozotoceros bezoarticus
arerunguaensis en el Departamento de Salto. Ademas, en la Estacion de Cria de
Fauna Autoctona Cerro Pan de Azucar (ECFA), Maldonado, Uruguay (34°48" S,
55°14 O; altitud: ~ 200 m; a unos 6000 m de la costa) se cuenta con una poblacion
en semicautiverio de aproximadamente 80 animales, la que depende de la
Intendencia Departamental de Maldonado. Dicha poblacién se origind a partir de 7
animales capturados (3 machos y 4 hembras) en 1981 y 14 animales (5 machos y 9
hembras) capturados en 1982, todos menores de un mes pertenecientes a la
poblacién de Salto (O. b. arerunguaensis), de los que 5 (2 machos y 3 hembras)
murieron antes de alcanzar la edad reproductiva. En la ECFA los animales se
manejan en grupos de machos, o en harenes de un macho con 5 - 8 hembras y sus

crias, alojados en encierros de 0,5 - 1 ha.

1.2 Caracteristicas generales de la especie

El venado de campo es un mamifero perteneciente a la familia Cervidae, que
habita praderas abiertas con pasturas nativas. Comparado con otros cérvidos posee

un tamafo medio. Los animales son de color bayo, a excepcion de la zona ventral del
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abdomen, toérax, cuello, la region que rodea los ojos y la boca, que son de color
blanco (Figura 1). Los machos son de mayor tamafio que las hembras, y presentan
astas que son renovadas anualmente (Jackson, 1986, 1987). Aunque no se presentan
datos individuales ni informacién sobre la forma de coleccion de los datos, se ha
reportado que en las poblaciones silvestres los machos presentan una longitud de
130 cm (desde la punta de la nariz a la base de la cola), una altura a la cruz de 75
cm, y un peso de 35 kg (Jackson, 1988). Sin embargo, los machos alojados en la
ECFA poseen un tamafio menor: 90 - 100 cm de largo, una altura a la cruz de 65 -
70 cm y un peso de 30 - 35 kg (Ungerfeld et al. 2011). La disposicion general de los
organos genitales masculinos es similar a la de otros rumiantes. Sin embargo, a
diferencia de los rumiantes, el escroto no es penduloso y el pene no posee flexura
sigmoidea (Pérez et al. 2013). Estos animales poseen un mayor desarrollo de la
tlnica dartos y un menor desarrollo de las glandulas vesiculares y ampulares (Pérez
et al. 2013). Cabe destacar que el peso de los testiculos (11,8 g) es bastante menor
que el de los carneros (130 - 160 g), y que el testiculo derecho de los venados de
campo es méas pesado que el izquierdo, existiendo una relacion positiva entre el peso

corporal y el peso de ambos testiculos (Pérez et al. 2013).

Figura 1. Machos adultos de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus)
pertenecientes a la poblacion de la ECFA.



1.3 Estacionalidad reproductiva

En la mayoria de los mamiferos de expectativa de vida larga, el fotoperiodo es la
sefial ambiental que determina el patron reproductivo estacional (Goldman, 2001;
Asher, 2011). La estacionalidad reproductiva de los ciervos varia dependiendo de la
especie y de la ubicacion geografica que habiten. Esto implica que existan cérvidos
que no poseen una estacion reproductiva marcada y otros que presentan patrones
estacionales muy marcados (Lincoln & Short, 1980; Bronson, 1989). Los machos
deben adelantarse a los cambios estacionales de las hembras, ya que tienen que estar
preparados reproductivamente para cuando éstas comiencen a ciclar. En los machos,
se producen cambios en el peso corporal, el tamafio testicular, y el perimetro del
cuello (Lincoln et al. 1972; Clutton-Brock et al. 1982). Asociado al aumento de la
concentracion de testosterona que va a comenzar antes de la estacion reproductiva,
ocurre un aumento del ndmero de espermatozoides en el eyaculado y
simultdneamente se observa el mayor porcentaje de espermatozoides
morfologicamente normales (Haigh et al. 1984; Asher et al. 1987; Gosch & Fischer,
1989; Gonzalez-Pensado, 2011). Ademas, se han descripto cambios estacionales en
el diametro de los tdbulos seminiferos y del epididimo, en el numero de
espermatogonias en los tabulos seminiferos, y en el tamafio, peso y actividad de las
glandulas sexuales secundarias (Lincoln, 1971; Reyes et al. 1997).

El ciclo de las astas de los ciervos también se relaciona en forma directa con el
ciclo reproductivo de los machos a través de los cambios en la concentracion sérica
de testosterona a lo largo del afio (Bubenik, 1991; Asher, 2011). Se ha reportado que
la caida de las astas ocurre cuando la concentracion de testosterona comienza a
disminuir, y la caida de la felpa se produce en el periodo de altas concentraciones de
testosterona (Bubenik, 2006). Ungerfeld et al. (2008) observaron que los machos
adultos de venado de campo en la ECFA pierden las astas en el mes de agosto,
momento en que comienza el crecimiento de nuevas astas. La segunda punta emerge
a mediados de setiembre y pierden la felpa aproximadamente el 15 de noviembre.
Estos autores a su vez describen que la caida de la primer asta de machos juveniles

(un afio de edad) ocurre después que en los machos adultos (Ungerfeld et al. 2008).



1.4 Parametros reproductivos del macho de venado de campo

A partir de observaciones realizadas en la ECFA no publicadas es posible sugerir
que los machos nacidos en primavera no son sexualmente maduros en el siguiente
otofio, alcanzando la pubertad recién luego del afio de edad. Los machos alcanzan su
peso maximo alrededor de los 4 afios de edad, pero el volumen testicular y el indice
gonadosomaético (IGS, volumen de ambos testiculos/peso del individuo) maximo lo
alcanzan antes de esa edad. A su vez, la concentracion méxima de testosterona la
alcanzan recién a los 6 afios de edad (Ungerfeld et al. 2011). Por tanto, por méas que
alcancen su potencial reproductivo tempranamente, el crecimiento de los machos es
un proceso relativamente lento.

Por otra parte, el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva, asi
como la calidad espermatica varian en funcién de la estacion del afio, siendo
minimos durante la primavera y maximos durante el otofio (Gonzalez-Pensado,
2011). A su vez, el porcentaje de espermatozoides vivos fue mayor durante el
verano. En coincidencia con estos datos, se encontré que los machos adultos
presentaron una concentracion de testosterona mayor durante el otofio, obteniendo
los menores valores en invierno y primavera (Gonzélez-Pensado, 2011). Por lo
tanto, existe una estacionalidad en los pardmetros reproductivos de los machos, la
que debe considerarse para evaluar las caracteristicas del semen, asi como para
decidir cudl periodo del afio es mas adecuado para realizar ensayos de

criopreservacién en dichas muestras.

1.5 Coleccion de semen

Las muestras de semen se pueden colectar de varias formas: vagina artificial
(VA), masaje transrectal (manual o ecoguiado) de las glandulas anexas (vesicula
seminal, glandulas bulbouretrales y ampolla de Henle), electroeyaculacion (EE), o a
partir de la cola del epididimo en animales pos mortem (Durrant, 1990, 2009). En la
mayoria de los animales de produccion se utiliza la VA, ya que es un método
indoloro. Ademas proporciona eyaculados con menor volumen y mayor
concentracion de espermatozoides en comparacion con el resto de los métodos
mencionados anteriormente (Memon et al. 1986; Persson et al. 2007). En algunas

especies de cérvidos se han obtenido buenos resultados al extraer semen mediante
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VA (Cortes et al. 1996; Durrant, 2009), pero esto implica criar animales en
cautiverio, y ensefiarles a eyacular dentro de la vagina. Para dicho procedimiento es
necesario entrenar a un operario, e igual puede ser un procedimiento riesgoso ya que
los ciervos pueden ser agresivos y provocar graves lesiones si no son debidamente
controlados.

Dada la dificultad del uso de la VA, en general en cérvidos se colecta el semen
mediante EE. La EE ha sido utilizada con éxito en varios cérvidos, como el ciervo
del padre David (Elaphus davidianus: Asher et al. 1988a), ciervo gamo (Dama
dama: Asher et al. 1988b; Mulley et al. 1988), ciervo rojo (Cervus elaphus: Haigh et
al. 1984) y el ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus: Jacobson et al. 1989).
La EE es un proceso de electroestimulacion mediante una sonda rectal provista de
varios electrodos, que emite pulsos eléctricos de corta duracion y de intensidad
creciente, intercalados con breves periodos de descanso. Para esto, en animales que
no son dociles es necesario trabajar con el animal anestesiado (Umapathy et al.
2007; Martinez-Pastor et al. 2009; Fumagalli et al. 2012). La anestesia puede influir
en la produccion seminal debido a los efectos de las drogas sobre los mecanismos
neuromusculares involucrados en la ereccién y en la eyaculacion (Meltzer et al.
1988). Ademas, al utilizar EE se corre el riesgo de contaminar la muestra con orina,
por lo que se recomienda tener varios recipientes de colecta para evitar que se pierda
la totalidad de la muestra seminal. Las muestras obtenidas mediante EE presentan
una menor calidad (Leboeuf et al. 2000) y una menor concentracion espermatica
(Giulini et al. 2004; Durrant et al. 2009), asi como un elevado pH (Memon et al.
1986) en comparacién con muestras colectada por otros métodos. A su vez, la
calidad de semen luego de la descongelacion de muestras colectadas con EE es
menor que la obtenida con VA (Greyling & Grobelaar, 1983).

1.6 Caracteristicas seminales

Los mamiferos presentan una gran heterogeneidad en sus parametros seminales
(Cummins & Woodall 1985; Comizzoli et al. 2012). Del mismo modo, existe una
gran variabilidad en los parametros seminales entre las diferentes especies de
cervidos (ver revision: Drion et al. 2003), asi como entre los machos de una misma
especie (Giuliano et al. 2008). En forma general, las especies de menor tamario

corporal producen menor volumen de eyaculado (Santymire et al. 2006; Aleuy,
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2008) que las especies de mayor tamafo corporal (Kiso et al. 2011). Sin embargo la
concentracion espermatica y el total de espermatozoides en el eyaculado pareceria
no estar relacionado con el tamafio corporal (Comizzoli et al. 2012). El pardmetro
que menos fluctla entre las especies es el pH, manteniéndose cerca de un valor

neutral (pH = 7,0) o levemente alcalino (Comizzoli et al. 2012).

1.6.1 Espermiograma: evaluacion subjetiva de la motilidad

Al momento de realizar un espermiograma basico, se debe estandarizar como se
va a evaluar la calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides mdtiles y el
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva.

La calidad de la motilidad es un pardmetro que se puede evaluar subjetivamente
mediante microscopio éptico con constraste de fase a 400x, colocando una muestras
seminal en un porta — objeto y cubriéndole con un cubre — objeto. Dicha evaluacion
se realiza utilizando una escala del 0 al 5 (Soler et al., 2003a), considerando:

0 - cuando no existe motilidad

1 — cuando existe un movimiento débil de la cola, no se observa un

movimiento progresivo

2 - movimiento progresivo lento, generalmente con un patrén en circulo

3 - movimiento progresivo moderado

4 - movimiento progresivo rapido

5 - movimiento progresivo muy rapido
La calidad de la motilidad y el porcentaje de espermatozoides motiles se observan
mediante microscopia Optica, en lo posible con contraste de fase, bajo un cubre-
objeto, observando varios campos (Evans & Maxwell, 1987). Los espermatozoides
con motilidad progresiva se evalian de forma similar, observando el porcentaje de
espermatozoides motiles que poseen una motilidad progresiva, es decir rectilinea.
Los espermatozoides pueden tener 3 tipos de movimientos:

- movimiento oscilatorio o convulsivo sin progreso ni cambio de posicién

- movimiento circular o rotatorio

- movimiento progresivo, hacia adelante
Tanto la velocidad como el tipo de movimiento pueden variar segun el metodo de
obtencion del semen. Los factores ambientales, el manejo y el intervalo de tiempo

de valoracion del semen después de la obtencion, asi como las variaciones
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individuales del propio macho pueden modificar los parametros del semen. A su vez
en muchas especies influyen las variaciones estacionales, las que ademas determinan

diferencias en la capacidad de fecundacion (Asher, 2011).

1.6.2 Espermiograma: evaluacion objetiva de la motilidad y de la morfometria

espermatica

Los sistemas automaticos de andlisis de imagenes (CASA; Computer-Assisted
Sperm Analysis) (Boersma & Braun, 1999), se han desarrollado para evaluar los
parametros de motilidad (CASMA; Computer-Assisted Sperm Motility Analysis) y
de morfometria esperméatica (ASMA; Automated Sperm Morphology Analysis). El
uso de estos sistemas permite determinar caracteristicas espermaticas que serian
dificiles de detectar por un operador de forma objetiva, siendo de gran utilidad en el
analisis detallado de los parametros morfologicos de los espermatozoides (Soler et
al. 2003b). Si bien no es una técnica utilizada de rutina al evaluar el espermiograma
bésico, se lo ha utilizado con éxito para analizar los valores de motilidad y de
morfometria espermatica en varias especies (Casey et al. 1997; Esteso et al. 2003;
Malo et al. 2005).

Una de las ventajas de utilizar herramientas computacionales es que
proporcionan informacidn individualizada tanto de la cabeza, pieza media, como de
la cola de los espermatozoides. Esto permite obtener informacion mas detallada de
las caracteristicas del eyaculado de cada macho. A través de estas evaluaciones se ha
logrado estudiar las diferencias existentes en la morfometria de los espermatozoides
entre varias especies de mamiferos (Cummins & Woodall, 1985), asi como
diferencias morfométricas dentro de una misma especie (Casey et al. 1997; Hirai et
al. 2001; Soler et al. 2014). Se ha observado una relacion positiva entre el tamafio de
la cabeza de los espermatozoides y la motilidad espermatica (Gomendio & Roldan,
1991; Malo et al. 2006; Ramon et al. 2013). A su vez se han encontrado diferencias
en el tamafio de la cabeza de los espermatozoides de machos fértiles e infértiles
(Casey et al. 1997; Gravance et al. 1996), y diferencias durante el proceso de

criopreservacion (Esteso et al. 2003, 2006; Gravance et al. 2009).



1.6.3 Espermiograma: otros parametros a ser evaluados

La evaluacion del espermiograma también incluye la evaluacion del pH con tiras
colorimétricas o pH metro, y el volumen mediante micropipeta calibrada.

Para observar la integridad de membrana se tifien frotis con eosina-nigrosina (E-
N) o mediante la técnica de hipodsmosis (HOS). La E-N tifie los espermatozoides
que poseen dafiada su membrana de rosado (positivos a la técnica) (Campbell et al.
1956). La técnica de HOS consiste de la incubacion de una muestra de semen en una
solucion hipoosmética (100 mOsm), siendo la membrana funcional (HOS +) cuando
se observa al espermatozoide cambiar de forma, es decir cuando se visualiza algin

enrrollamiento de la cola (Jeyendran et al. 1984).

Las anormalidades morfoldgicas de los espermatozoides se pueden clasificar
seguin su origen en primarias, cuando se produjeron durante la espermatogénesis; en
secundarias, cuando el dafio ocurrié durante la maduracion y el transporte a lo largo
del epididimo; y terciarias, las provocados durante la eyaculacion o por el manejo
inadecuado de la muestra seminal (Barth & Oko, 1989). Existe una segunda forma
de clasificar las anormalidades, dividiéndolas en anormalidades mayores o menores
(Bloom, 1972). Las clasificaciones anteriores no consideran la integridad del
acrosoma de los espermatozoides, la que es indispensable para que ocurra una
correcta fecundacion (Eddy, 2006). Para evaluar la integridad del acrosoma se
observa si el acrosoma se encuentra integro, dafiado o desprendido. La evaluacién de
la morfologia de los espermatozoides se debe realizar utilizando un microscopio
Optico con contraste de fase a partir de muestras tefiidas o fijadas. La evaluacion de
una muestra seminal realizada por un técnico entrenado es bastante precisa. Sin
embargo, existen variaciones minimas en el tamafio de los espermatozoides o en la
velocidad de movimiento de los espermatozoides que no van a ser detectadas por el
operador, por lo que utilizar herramientas computacionales puede ayudar a obtener

un resultado mas preciso.



1.6.4 Subpoblaciones espermaticas

En el eyaculado coexisten espermatozoides que poseen diferencias en las
caracteristicas de la membrana plasmatica (Paasch et al. 2003; Petrunkina et al.
2007), en la integridad del acrosoma (Perez-Llano et al. 2003), la motilidad
(Quintero-Moreno et al. 2003), e incluso en la morfometria (Cummins & Woodall,
1985; Esteso et al. 2009). Estas diferencias pueden estar asociadas con la capacidad
fecundante de los espermatozoides (Casey et al. 1997). La heterogeneidad en las
caracteristicas morfométricas de los espermatozoides se puede determinar
empleando los sistemas ASMA (Esteso et al. 2009).

En varias especies se ha demostrado la existencia de subpoblaciones
espermaticas dentro del eyaculado (Petrunkina & Topfer-Petersen, 2000; Esteso et
al. 2009; Soler et al. 2014), las que pueden repercutir positiva o0 negativamente en la
capacidad fecundante del semen (Casey et al. 1997). A su vez, la existencia de
subpoblaciones espermaticas puede ser una herramienta para predecir la resistencia
de los espermatozoides frente a un proceso de criopreservacion (Quintero-Moreno et
al. 2003; Nufiez-Martinez et al. 2006).

1.7 Conservacion de las especies

La extincion de mamiferos es parte del proceso evolutivo natural de las especies,
pero este proceso esta ocurriendo a una tasa mas elevada como consecuencia de
actividades humanas, lo que incluye la destruccion del habitat, la caza
indiscriminada, o la competicién al introducir otras especies en su habitat (Holt &
Pickard, 1999). Por dicho motivo, un objetivo de los programas de conservacion es
mantener la biodiversidad (Wildt et al. 1997; Loi et al. 2001). La conservacion in
situ es la que se realiza en el mismo habitat, la que permite conservar las especies
dentro de un ecosistema. Pero en muchos casos se generan problemas en funcion de
la seleccion de habitats para proteger y la necesidad de recursos econdmicos
necesarios para mantener la proteccion a largo plazo. La conservacion ex situ
tampoco ofrece una solucion definitiva para preservar la diversidad genética (Wildt,
1992). Los programas de cria en cautividad muchas veces se inician como una
respuesta de emergencia a una extincion inminente, generalmente conociendo poco

sobre la biologia reproductiva de la especie, lo que en algunos casos dificulta el
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éxito reproductivo. La conservacion ex situ puede incluir el uso de biotecnologias
reproductivas. Dentro de éstas cabe destacar la inseminacion artificial, la
fecundacién in vitro, la transferencia de embriones, asi como la criopreservacion de
gametos y cigotos (Holt & Pickard, 1999). Uno de los problemas mas grandes con la
implementacion de los programas de conservacion “in situ” y “ex situ” es la falta de
material bioldgico disponible, lo que es necesario para determinar los parametros
reproductivos, para asi poder maximizar la eficiencia reproductiva (ver revision:
Andrabi & Maxwell, 2007).

La existencia de endogamia ha sido reconocida desde hace tiempo, en ciertas
especies que se mantienen en cautiverio e incluso en algunas especies domésticas
(Charlesworth & Charlesworth, 1987; Thornhill, 1993). Los problemas de
endogamia producen una disminucion de la fertilidad, asi como un aumento en la
mortalidad de las crias (Ralls et al. 1979; Ralls & Ballou, 1986). Esto ocurre porque
la endogamia afecta la viabilidad genética de las poblaciones pequefias, perdiendo
rapidamente la diversidad en cada generacion a una tasa que es inversamente
proporcional al tamafio de la poblacion. Se ha demostrado que los machos que
poseen altos coeficientes de endogamia sufren una reduccion en la proporcion de
espermatozoides motiles, en el porcentaje de espermatozoides morfoldgicamente
normales y en el porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto (Roldan et al.
2006).

1.8 Criopreservacion de material genético

El desarrollo de bancos genéticos permite la criopreservacion de semen,
ovocitos, embriones, asi como tejidos, facilitando el manejo genético de las especies
en peligro de extincion (Comizzoli & Wildt, 2014). La existencia de dichos bancos
reduce considerablemente el numero de individuos vivos gue son necesarios para
mantener una poblacion viable. Al mismo tiempo, reduce la cantidad de espacio
necesario para criar una especie, minimizando de esta manera los costos y
aumentando el numero de especies que pueden beneficiarse de los programas de
mejoramiento genético (Johnston & Lacy, 1995).

La principal ventaja de los bancos genéticos es que pueden mantener la

diversidad genética de una especie casi indefinidamente, permitiendo utilizar el
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material genético durante muchos afios después de la muerte de un animal. La
criopreservacion puede extender el tiempo generacional de las poblaciones en
cautiverio, permitiendo que poblaciones pequefias retengan una mayor diversidad
genética (Ballou, 1992). Los efectos de la criopreservacion en el tiempo
generacional van a depender de cuantas muestras puedan ser criopreservadas y de la
efectividad de reintroducir esas muestras en la poblacion. La criopreservacion de
material genético de especies en peligro de extincion solo contribuird si se realizan
avances en técnicas reproductivas que permitan la aplicacion rutinaria de técnicas
como la inseminacion artificial y la transferencia de embriones de las células
criopreservadas. Para la aplicacion de dichas técnicas es necesario conocer las
caracteristicas reproductivas asi como los protocolos de criopreservacion que sean

maés adecuados para cada especie.

1.9 Criopreservacion seminal

Los bancos de semen han sido desarrollados para razas domésticas, como el
bovino, ovino, caprino y porcino, pero luego se han expandido a especies en peligro
de extinciéon (Wildt, 1992; Wildt et al. 1997). La ventaja de trabajar con semen
congelado es que se puede congelar la muestra por un tiempo indefinido, permite un
mejor control en cuanto al riesgo sanitario, facilita el intercambio de material
genético entre poblaciones, y permite utilizar el semen para inseminar fuera de la
estacion reproductiva. Sin embargo hay que considerar que la viabilidad del semen 'y
su capacidad de fertilidad son menores que las del semen fresco (Watson, 2000) y
que la crioresistencia de los espermatozoides puede estar influida por la
composicién y/o proporcion de aditivos del diluyente utilizado, asi como por la
estacion del afio (Coloma et al. 2010). Por ello es indispensable evaluar protocolos
de criopreservacion que permitan optimizar el nimero de espermatozoides viables
luego de la criopreservacion

La conservacion de semen requiere la reduccion o detencién del metabolismo de
las células espermaticas con el fin de prolongar su viabilidad. Ademas, los
espermatozoides que sobreviven a un proceso de criopreservacion pueden tener
alterada la estructura o las propiedades de membrana, ya que estos procesos
producen efectos similares a la capacitacién o a la reaccion acrosémica (Watson,
1995).
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Durante el proceso de criopreservacion los espermatozoides van a ser sometidos
a una serie eventos estresantes, los que pueden inducir dafios en la célula
espermatica comprometiendo su funcionalidad. Los periodos criticos para la
sobrevivencia celular durante la criopreservacion ocurren en la fase inicial de la
congelacion y en la fase de descongelacion (ver revision: Mazur, 1984). Los
cambios que se producen en la membrana de los espermatozoides durante el proceso
de congelacion ocurren por alteraciones térmicas, mecénicas y quimicas. Los dafios
en las membranas plasméticas se deben a la pérdida de la fluidez de sus
componentes lipidicos, dandole un alto grado de fragilidad durante la deshidratacion
celular que tiene lugar en el proceso de congelacion (ver revision: Mazur, 1984). A
su vez, puede presentarse una pérdida de lipidos, lo que afectaria la integridad de la
membrana plasmatica por pérdida de su capacidad de expansion durante la
rehidratacion al regresar a condiciones isoténicas (Holt, 2000a).

La incorporacion de sustancias crioprotectoras, asi como el proceso de
congelacion producen cambios en el volumen de los espermatozoides, los que son
revertidos al momento de realizar la descongelacién. Estos cambios de volumen
estdn asociados a cambios de la concentracion de iones y electrdlitos en las
soluciones intra y extra celular (ver revision: Mazur, 1984). La forma en la cual los
espermatozoides reaccionan a estas modificaciones va a determinar la capacidad de
esas células para soportar el estrés al cual se las sometio.

Dado que los cambios de temperatura durante la criopreservacion pueden afectar
la viabilidad espermatica, se deben elaborar protocolos que permitan afrontar
adecuadamente esos cambios. Para evitar dafios graves se debe utilizar un
crioprotector que permita que el agua intracelular salga al exterior y se congele
durante el proceso de criopreservacion permitiendo la supervivencia de un mayor
nimero de espermatozoides (Gao & Crister, 2000). Las células se van a deshidratar
evitando que se formen cristales de hielo. La velocidad con la que se realiza la
congelacién debe ser evaluada para cada especie. Si la velocidad de congelacion es
demasiada lenta 0 demasiada rapida el estrés que van a tener que resistir los
espermatozoides es mayor (ver revision: Mazur, 1984). Por lo anteriormente
mencionado, para que la criopreservacion sea efectiva debe utilizarse un diluyente
que brinde un ambiente idoneo para los espermatozoides y que favorezca la maxima
sobrevivencia espermatica tras los procesos de refrigeracion, congelacion vy

descongelacion.
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1.10 Composicion general de un diluyente

Los diluyentes deben aportar un sustrato energético apropiado para el
metabolismo de los espermatozoides, y mantener el pH y la osmolaridad de acuerdo
a las caracteristicas del semen de cada especie. A su vez, deben ser capaces de
proteger a las células frente a los cambios de temperatura durante todo el proceso de
refrigeracion-congelacion-descongelacion, poseer una fuente de energia y estar libre
de bacterias y contaminantes. Por ello en la mayor parte de los diluyentes se
adicionan glucosa y fructosa como fuentes de energia ademéas de antibioticos
(Salamon & Maxweel, 2000). Se deben evitar las fluctuaciones de temperatura,
osméticas, o cambios en la fisiologia celular que reduzcan la capacitacion de los
espermatozoides (Purdy, 2006). Muchos diluyentes utilizados en ciervos han sido
adaptados a partir de diluyentes en base a Tris o citrato originalmente desarrollados
para pequefios rumiantes domesticos, a los que se les adiciona yema de huevo y
glicerol (Asher et al. 2000).

1.10.1 Crioprotectores: yema de huevo y glicerol

Se ha demostrado que la yema de huevo ejerce una accion protectora en los
espermatozoides durante los procesos de refrigeracion (Watson, 1981), congelacién
y descongelacion (Aboagla & Terada, 2004). El efecto crioprotector de la yema de
huevo parece ser consecuencia de la fraccion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) (Watson, 1976; Moussa et al. 2002) y de fosfolipidos que acttan recubriendo
la membrana celular (Quinn et al. 1980). El uso de yema de huevo genera
inconvenientes por el riesgo sanitario de transmision de enfermedades (Bousseau et
al. 1998). Ademas es un aditivo cuya composicion puede variar dependiendo de la
raza y la alimentacién de la gallina (Surai et al. 1999), lo que dificulta la
estandarizacion de los protocolos de criopreservacion.

La proporcién de yema de huevo necesaria para que los espermatozoides se
preserven correctamente varia dependiendo de la especie, pero generalmente no
supera el 20% (Ritar & Salamon, 1982; ver revision: Salamon & Maxwell, 1995;
Umaphathy et al. 2007). Las proporciones elevadas de yema de huevo pueden
producir una disminucion de la motilidad y un aumento en la incidencia de dafio en

el acrosoma de los espermatozoides (Watson & Martin, 1975; Ritar & Salamon,
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1982). La yema de huevo no solo protege la membrana de los espermatozoides de
carnero contra los cambios bruscos de temperatura (Holt et al. 1992), sino que
también previene las colas plegadas y protege la motilidad (Holt et al. 1988). De
todas formas, no es efectiva en la criopreservacion de los espermatozoides de la
mayoria de los caprinos (Roy, 1957) y porcinos (Benson et al. 1967), lo que implico
gue se comenzara a perfeccionar la composicion de diluyentes que no necesiten su
adicién. La utilizacion de un diluyente comercial denominado Andromed que no
necesita la adicion de yema de huevo ha tenido buenos resultados en ciervo rojo
(Martinez-Pastor et al. 2009). Ademas, al no poseer dicho compuesto se mejora la
calidad de observacion de la muestra, ya que la dilucion es incolora. Por lo
anteriormente mencionado se debe de testear en cada especie si la adicion de la
yema de huevo como un componente mas del diluyente es o no beneficiosa.

El crioprotector que ha resultado mas efectivo y es mas extensamente utilizado
en semen de mamiferos es el glicerol (Comizzoli & Wildt, 2014). La membrana de
los espermatozoides es permeable al glicerol, por lo que se difunde en el interior de
la célula reduciendo el contenido de agua intracelular, con lo que se minimiza la
formacion de cristales de hielo dentro de la célula (Holt, 2000b). A pesar de que el
glicerol protege a los espermatozoides de forma adecuada, es necesario determinar
el porcentaje de glicerol a usar en cada especie para una correcta preservacion, pero
evitando que se vuelva tdxico para los espermatozoides (Hammerstedt et al. 1978).
Proporciones mayores 0 menores a las adecuadas para una especie pueden resultar
muy dafiinas para los espermatozoides, alterando la estructura de la membrana
plasmética, el balance energético de la célula, y la viscosidad citoplasmatica
(Hammerstedt et al. 1990; Hammerstedt & Graham, 1992). Si bien la toxicidad del
glicerol puede causar dafio celular, se desconocen los posibles mecanismos
involucrados en éste proceso (Rudenko et al. 1984; Katkov et al. 1998), aunque es
posible que procesos osmdticos estén involucrados. Fiser & Fairfull (1986)
evaluaron los efectos de utilizar diferentes concentraciones de glicerol (0 — 16 %)
durante la criopreservacion de espermatozoides de carneros. Los mejores resultados
se encontraron en aquellas muestras que tenian entre 4 % y 6% de glicerol,
encontrando un aumento en la cantidad de espermatozoides con dafio celular en las
muestras con un porcentaje igual o mayor al 8 %. Si bien en otros estudios se ha

encontrado que la concentracion dptima de glicerol en un diluyente es entre 4 % y
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10 %, esto va a depender de la especie en estudio (Patil et al. 1998; Asher et al.
2000; Jayaprakash et al. 2001).

1.10.2 Otros aditivos necesarios en los diluyentes

El &cido citrico se ha utilizado como componente de varios diluyentes ya que
neutraliza los productos de desecho del metabolismo de los espermatozoides, en
especial del é&cido lactico; es decir, desempefia una accion buffer efectiva
neutralizando la acidez del medio causado por los catabolitos. El &cido citrico es
fijador de calcio, por lo que junto con los iones de sodio y potasio mantienen el
equilibrio osmético, favoreciendo la motilidad de los espermatozoides. La fructuosa
es un monosacérido necesario para la supervivencia de los espermatozoides en
condiciones anaerobicas, lo que esta estrechamente relacionada con la motilidad de
los espermatozoides (Salamon & Maxwell, 2000). La fructosa ha sido utilizada en la
composicion de diluyentes de varias especies como el ciervo rojo (Fernandez-Santos
et al. 2007) y el ciervo gamo (Fernandez et al. 2013). Khalili et al. (2010)
demostraron que los espermatozoides de carneros mejoran su motilidad, la
viabilidad, asi como la integridad de membrana y acrosomica si se le adiciona
glicina al diluyente, aunque no se conocen los mecanismos por los que la glicina
mantiene la motilidad de los espermatozoides (He & Woods, 2003). Fernandez et al.
(2013) obtuvieron porcentajes altos de motilidad y viabilidad espermatica
posdescongelacion al utilizar un diluyente casero compuesto por fructosa, Tris,
glicina'y 20 % yema de huevo (FTG 20 %).

Una combinacion de Tes y/o Tris, citrato, glicerol y yema de huevo, o la
utilizacion de Triladyl, que es un diluyente comercial de composicion similar,
criopreserva efectivamente los espermatozoides de varias especies de cérvidos
(Cheng et al. 2004; Umaphathy et al. 2007; Martinez-Pastor et al. 2009). Sin
embargo, dado que la efectividad de los diluyentes varia con la especie (Holt,

2000Db), es necesario evaluarlo para el semen de cada especie.
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2. HIPOTESIS

Los eyaculados del semen de venado de campo presentan una gran
heterogeneidad de los parametros espermaticos y morfométricos.

La utilizacion de diferentes diluyentes para la criopreservacion seminal
del semen de venado de campo afecta de distinta forma los pardmetros

seminales colectados durante la estacion reproductiva y no reproductiva.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Describir las caracteristicas generales del semen de venado de campo y comparar
la efectividad de diferentes diluyentes para su criopreservacion en diferentes
estaciones del afio, a partir de muestras de semen de venado de campo colectadas
mediante EE.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar el espermiograma basico del semen de venado de campo a partir
de muestras colectadas durante la estacion reproductiva.

e Determinar los principales parametros morfométricos de la cabeza de los
espermatozoides y relacionarlos con otros parametros seminales.

e Determinar si los pardametros morfométricos de la cabeza de los
espermatozoides de un mismo macho se mantienen estables en diferentes
colecciones de semen.

e Determinar si existen subpoblaciones espermaticas dentro de los eyaculados
de los machos de venado de campo.

e Comparar el resultado de criopreservar semen diluido con Andromed o
Triladyl durante la estacion reproductiva.

e Comparar la efectividad del diluyente FTG adicionado con 10 % o 20 % de
yema de huevo para la criopreservacion de semen colectado fuera de la

estacion reproductiva.
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4. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

La tesis se realizd en el marco del Proyecto “Biologia reproductiva del venado
de campo (Ozotoceros bezoarticus) 2: biologia reproductiva de los machos,
extraccion, caracterizacion, manejo y preservacion de semen” financiado por CSIC y
la Intendencia Departamental de Maldonado. A pesar de que el venado de campo es
una especie en peligro de extincion, hasta el momento el desarrollo y la aplicacion
de biotecnologias reproductivas para su preservacion son muy escasos. Por dicho
motivo es indispensable caracterizar el semen de esta especie con el fin de aumentar
el conocimiento de sus caracteristicas para congelar adecuadamente las muestras, ya
sea para generar un banco de semen de la especie 0 para su posterior uso en
inseminacion artificial. Para que lo anterior ocurra eficientemente no solo deben
evaluarse los parametros del semen fresco sino también determinar cuél/es el/los

diluyente/s méas adecuado/s para criopreservar el semen de venado de campo.

4.1 Procedimientos experimentales

Para cumplir con los objetivos mencionados, se utilizaron machos alojados en la
ECFA, a los que se les realizd colecciones seminales bajo anestesia mediante EE,
con el fin de caracterizar el semen de venado de campo durante la estacion
reproductiva. Luego de haber evaluado los parametros del espermiograma bésico y
constatar que existia una gran heterogeneidad entre los eyaculados se procedié a
analizar los pardmetros morfométricos de la cabeza de los espermatozoides. Al igual
que en otras especies los parametros morfométricos mostraron ser heterogéneos, por
lo que se evalud la existencia de subpoblaciones espermaticas en el eyaculado. A su
vez, dado que se contaba con muestras de machos obtenidas en 2 colecciones
diferentes, se decidi6 evaluar si existia repetibilidad de los parametros

morfométricos entre los eyaculados de cada macho.

Como se menciond previamente el estudio de la caracterizacion del semen de
una especie que se encuentra en peligro de extincion debe ser acompafiada de la
determinacion de que diluyente/s protege/n mejor a los espermatozoides durante
todo el proceso de criopreservacion (refrigerado-congelacion-descongelacion). Dado

que los diluyentes son especie-especifico se testearon 4 diluyentes. Diluyentes
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comerciales como el Triladyl y el Andromed han sido utilizados para la
criopreservacion de semen en pequefios rumiantes. Generalmente los diluyentes a
los que se les adiciona yema de huevo criopreservan mejor los espermatozoides en
comparacion con diluyentes sin yema de huevo. Con el diluyente comercial Triladyl,
al que hay que adicionarle 20 % de yema de huevo, se han obtenido buenos
resultados posdescongelacion en varias especies (Haigh et al. 1993; Garde et al.
2003; Zomborszky et al. 2005). Si bien con el diluyente comercial Andromed (no
requiere la adicion de yema de huevo) no se han obtenido buenos resultados en
algunas especies, existen trabajos en los que se han observado buenos resultados
(Martinez-Pastor et al. 2009). A su vez, dado que el diluyente Andromed no requiere
la adiciéon de un compuesto de origen animal, como la yema de huevo, su utilizacion
esta siendo recomendada para evitar que se transmitan enfermedades entre especies.
A partir de estos antecedentes es que se procedio a evaluar las muestras seminales
colectadas durante de la estacion reproductiva con los 2 diluyentes comerciales

mencionados previamente.

Las muestras que fueron colectadas fuera de la estacion reproductiva fueron
diluidas con 2 diluyentes caseros en base a fructosa, Tris, glicerol (FTG) y yema de
huevo. Se han obtenido buenos resultados en ciervo gamo al utilizar un diluyente
similar adicionado con 20 % de yema de huevo. Dado que no se sabe que
concentracion de yema de huevo es la mas adecuada para criopreservar el semen de
venado de campo se procedio a evaluar FTG adicionado con 10 % (FTG 10 %) y
con 20 % de yema de huevo (FTG 20 %).

Las muestras fueron evaluadoas en fresco, luego de adicionar el diluyente, al

llegar a los 5 °C, luego de la descongelacion, a la hora y a las 2h posdescongelacién.
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5. MATERIALES Y METODOS GENERALES

5.1 Localizacién y manejo de los animales

Para la realizacion de la tesis se cont con la aprobacion de la Comision de Etica
en el Uso de Animales (CEUA) de la Facultad de Veterinaria.

El estudio se realizo en la ECFA, donde se obtuvieron las muestras seminales de
machos de venado de campo, asi como en el Departamento de Fisiologia de la
Facultad de Veterinaria, y en la Universidad de Castilla de la Mancha, Espafia,
donde se realizaron parte de las evaluaciones de las muestras. Los animales en la
ECFA se encontraban en potreros de 0,5 - 1 ha en grupos de 7 machos como
méaximo, sin contacto con hembras, con identificacion individual y con libre acceso
a pasturas naturales, arboles y arbustos que les permiten ramonear y les brindan
sombra, ademas de racién para vacas lecheras en cantidades que se considera ad

libitum (aprox. 600g/animal/dia).

5.2 Animales utilizados

Para el trabajo de caracterizacion y el de criopreservacion se utilizaron machos
adultos de venado de campo de 3-7 afios de edad.

Las muestras de semen utilizadas para la caracterizacién seminal se obtuvieron a
partir de 18 machos a lo largo de 4 afios (2008, 2009, 2010 y 2012) durante la
estacion reproductiva (enero-abril) totalizando 38 colecciones seminales. Las 38
colecciones se obtuvieron a partir de machos a los que se les realizdo de 1 a 5
colecciones a lo largo de los afios de estudio (Tabla 1). Para la determinacion de la
caracterizacion seminal, se determind el volumen, color, consistencia y pH del
eyaculado, asi como la concentracion y el total de espermatozoides en el eyaculado.
También se determiné la calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides
motiles y el porcentaje de espermatozoides métiles progresivos. Se fijaron muestras
para detrminar el porcentaje de espermatozoides con anormalidades morfologicas,
asi como la integridad acrosomica y de membrana de los espermatozoides. Por
altimo se realizaron extendidos para evaluar los parametros morfométricos de la

cabeza de los espermatozoides.
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Muestras seminales de 11 machos colectados durante la estacion reproductiva
(Experimento 1) y de 16 machos colectados fuera de la estacion reproductiva
(Experimento 2) fueron utilizadas para el trabajo de criopreservacion. Las
evaluaciones realizadas durante el proceso de criopreservacion fueron la
determinancién de la calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides
motiles y de motiles progresivos, el porcentaje de anormalidades morfoldgicas, asi
como la integridad acrosémica y de membrana de los espermatozoides. A las
muestras recién colectadas (semen fresco) se les detemind el volumen del eyaculado,
la concentracion espermatica y el nimero total de espermatozoides en el eyaculado.

Un dato a tener en cuenta es que el bajo volumen que presento el semen de
venado de campo impidié en ciertos casos que se continuara con el proceso de
evaluacion, permitiendo solo la evaluacion del semen fresco. A su vez, la
concentracion espermatica fue muy variada entre los machos, por lo que no se logro
criopreservar pajuelas con una concentracion estandarizada. Dependiendo de la
concentracion obtenida en el momento se decidid cuédntas pajuelas se podrian
producir y de que concentracion (cuidando de no excederse de tasas de dilucion de 1
+ 4 a1l + 8). En ciertos casos solo se pudo criopreservar una pajuela con cada

diluyente.
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Tabla 1. Cantidad de colecciones seminales realizadas en 2008, 2009, 2010 y 2012 a

los machos de venado de campo para realizar la caracterizacion seminal.

Animal Cantidad de colecciones por afio

2008 2009 2010 2012 Total coleccion por macho

18 2 2
39 1 1
42 1 1
50 1 1
54 1 1
62 1 1
64 1 2 3
68 2 1 3
69 1 1
79 1 2 1 4
9 1 2 3
95 2 2
96 2 1 3
97 2 1 3
98 2 2
99 2 2 1 5
108 1 1
S/IC 1 1
Total 8 19 4 7 38

22



5.3 Procedimientos generales

5.3.1 Anestesia

Los machos fueron capturados de acuerdo a Fumagalli et al. (2012), con dardos
anestésicos lanzados con cerbatana, cargados con 1,6 mg/kg ketamina (Sedomin,
Laboratorios Konig, Buenos Aires, Argentina), 2,0 mg/kg xilacina (Vetanarcol,
Laboratorios Konig, Buenos Aires, Argentina) y 0,013 atropina mg/kg (Sulfato de
Atropina, Laboratorio lon, Montevideo, Uruguay). Cuando la anestesia hizo efecto,
el animal fue trasladado a la sala veterinaria donde se monitorearon los signos
vitales de forma continua (corazén, pulso, oximetria y temperatura rectal).
Inmediatamente, se le extrajo semen mediante EE. Luego de colectar la muestra
seminal, el animal fue trasladado aln bajo anestesia al encierro, donde se le
administro 0,26 mg/kg de clorhidrato de yohimbina (Reverze, Vetcross, Portinco,

Montevideo, Uruguay) via intravenosa para revertir el efecto anestésico.

5.3.2 Coleccién de semen

La EE se realizé con una sonda rectal (300 mm de largo x 19 mm de didmetro,
con 3 electrodos de cobre longitudinales de 30 mm de longitud) (Modelo 303; P - T
Electronics, Oregon, E.E.U.U) realizando series de 10 pulsos (4 - 5 s por pulso) de
estimulo, con intervalos de descanso de 2 - 3 s por serie. La intensidad del voltaje
fue aumentando desde 1 V hasta la eyaculacion. Previo a realizar la EE, se vacio el
recto de heces, se lavd el éarea del prepucio con una solucion de suero salino

fisiolégico y se realizd la exteriorizacion del pene.
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6. CAPITULO I: CARACTERIZACION DE SEMEN DE VENADO DE
CAMPO

6.1 Introduccion

Las biotecnologias reproductivas, como la criopreservacion de semen, la
inseminacion artificial o la fecundaciéon in vitro son estrategias utilizadas para
preservar las especies en peligro de extincion (Holt & Pickard 1999). Una limitante
para implementar dichas biotecnologias en el venado campo es la escasa
informacion acerca de los pardmetros reproductivos. Informes preliminares
realizados en el semen de venado de campo muestran una gran heterogeneidad al
evaluar los espermatozoides, tanto en el volumen del eyaculado (0,1 — 0,6 mL), en el
porcentaje de espermatozoides motiles (20 — 70 %), asi como en el total de
espermatozoides en el eyaculado (34 — 2170 millones de espermatozoides/mL)
(Duarte et al. 1993; Ungerfeld et al. 2008). Ademaés de los datos que proporciona el
espermiograma  basico, los analisis computacionales de los parametros
morfométricos de los espermatozoides (ASMA) proporcionan informacion que
puede vincularse con la motilidad espermatica (Malo et al. 2006), la
criopreservacion (Esteso et al. 2006), asi como con la fertilidad potencial de ese
semen (Casey et al. 1997). La determinacion de los pardmetros morfométricos
permite evaluar la existencia de subpoblaciones espermaticas. La existencia de
subpoblaciones de acuerdo a los datos morfométricos de la cabeza de los
espermatozoides ha sido determinada en varias especies: equino (Gravance et al.
1996) canino (Nufiez-Martinez et al. 2006), cérvido (Esteso et al. 2009), ovino
(Maroto-Morales et al. 2012), camelido (Soler et al. 2014). A su vez, Esteso et al.
(2006) reportaron que los pardmetros morfométricos de la cabeza de los
espermatozoides de ciervo rojo disminuyeron su tamafio luego de realizarles un
proceso de criopreservacion. Estos autores sugirieron que la variabilidad de los
parametros morfométricos podria ser un buen indicador de la resistencia que

presentan los espermatozoides frente a los procesos de criopreservacion.
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6.2 Objetivo

Caracterizar el semen de venado de campo a partir de muestras obtenidas

mediante EE durante la estacion reproductiva.

6.3 Objetivos especificos

e Caracterizar el espermiograma basico del semen de venado de campo a partir
de muestras obtenidas durante la estacion reproductiva.

e Determinar los principales pardmetros morfométricos de la cabeza de los
espermatozoides y relacionarlos con otros pardmetros seminales.

e Determinar si los pardmetros morfometricos de la cabeza de los
espermatozoides de un mismo macho se mantienen estables entre
colecciones.

e Determinar la existencia de subpoblaciones espermaticas en el eyaculado de

venado de campo.
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6.4 Materiales y métodos

6.4.1 Caracterizacion seminal

Para realizar la caracterizacion del semen de venado de campo se utilizaron 18 machos de
los que se colectd semen durante la estacion reproductiva (verano-otofio) a lo largo de 4 afios
(2008, 2009, 2010 y 2012), totalizando 38 colecciones, de las cuales un macho no dio semen
y 3 colecciones fueron contaminadas con orina por lo que se descartaron. Se determiné la
calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides mdtiles, y el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva. También se realizaron fijaciones en
glutaraldehido con 2 % de cacodilato para evaluar el porcentaje de espermatozoides

anormales, asi como la integridad del acrosoma y de la membrana de los espermatozoides.

La evaluacion de los parametros morfométricos se realizé a partir de muestras fijadas en
metanol provenientes de 17 machos. Luego de determinar los valores morfométricos de la
cabeza de los espermatozoides, se estudio la existencia de subpoblaciones espermaticas
dentro de los eyaculados. A su vez, a partir de los parametros morfométricos de 9 machos

evaluados en 2 colecciones, se determiné si estos datos se repetian entre las colecciones.

6.4.2 Espermiograma béasico

Inmediatamente después de la eyaculacion, se determind el color, consistencia, pH (tiras
colorimétricas) y volumen del eyaculado (micropipeta; ul), la concentracién espermatica
(conteo manual en cémara de Neubauer; 10° espermatozoides/mL) y el total de
espermatozoides en el eyaculado (10° espermatozoides). Tambien se evalué la calidad de la
motilidad en una escala de 0 a 5 (0: motilidad nula; 5: movimiento progresivo rapido), y la
determinacion del porcentaje de espermatozoides métiles y el porcentaje de espermatozoides
con motilidad progresiva. Los parametros de motilidad fueron evaluados a partir de la
observacion de 5 campos, colocando 5 pl de semen en un frotis con un cubreobjeto de 18 x

18 mm, utilizando microscopio éptico con contraste de fase (400 x).

El porcentaje de espermatozoides con membrana intacta se determindé mediante dos

técnicas: las muestras obtenidas en 2008 y 2009 fueron tefiidas con E - N (Campbell et al,
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1956), y las muestras obtenidas en 2010 y 2012 fueron incubadas en un medio HOS
(Jeyendran et al. 1984). Inicialmente se planted determinar la integridad de la membrana
utilizando E - N, pero luego no se consiguié continuar con el mismo producto, por lo que se
optd por utilizar la técnica de HOS. Los frotis para la primera técnica, se prepararon
mezclando 5 pl de semen con 10 pl de E - N, y extendiéndolo con un cubre objeto de 20 x 20
mm. Las muestras se observaron con un microscopio optico a 1000 x (Nikon, modelo Eclipse
E200, Shanghai, China). Para realizar la prueba HOS, 10 pl de semen fueron diluidos en 100
pl de solucion hipoosmoética (100 mOsm; Jeyendran et al, 1984), incubando la muestra a 37
°C durante 15 min. Luego de transcurrido el tiempo de incubacion, las muestras fueron
fijadas en glutaraldehido al 2 % con cacodilato. Se considerd que la membrana era funcional
(HOS +) cuando los espermatozoides cambiaron de forma, es decir cuando se visualizé algin
enrrollamiento de la cola. Las muestras fijadas fueron evaluadas con un microscopio Optico
con contraste de fase 400 x (Nikon, modelo Eclipse E200, Shanghai, China). Para ambas

técnicas se contaron 100 espermatozoides por muestra.

La incidencia de espermatozoides con diferentes anormalidades morfoldgicas y la
integridad del acrosoma de los espermatozoides (intacta, dafiado o desprendido) se determino
en el laboratorio (microscopio con contraste de fase 400x) a partir de muestras fijadas en

glutaraldehido al 2 % con cacodilato (Soler et al. 2005).

6.4.3 Parametros morfométricos

Se prepararon frotis utilizando 10 pl de semen, los que fueron secados a temperatura
ambiente y sumergidos 5 veces durante 1 s en alcohol metilico (metanol para analisis clinico,
ACS, Dorwil Quimica Analitica, Buenos Aires, Argentina). Luego, los frotis se tifieron en la
Universidad de Castilla de la Mancha (Espafia), utilizando Hemacolor® (Merck), a partir de
un procedimiento adaptado por Esteso et al. (2003) para evaluar espermatozoides de ciervo
rojo. Las muestras de semen tefiidas fueron montadas de forma permanente con un cubre -
objetos con ftalato de dibutilo xileno (DPX). Posteriormente se evaluaron mediante ASMA
los parametros morfométricos de la cabeza de los espermatozoides a través de un modulo
comercial (Sperm-Class Analyzer, SCA, version 99 CAS-MA system; Microptic, Barcelona,
Espafa). Para la evaluacion se utiliz6 un microscopio Nikon (Labophot - 2, Tokyo, Japon) y
una camara de video Sony (CCD AVC163 D7CE; Sony Corporation, Tokio, Japon)
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conectada a un procesador Pentium 950 MHz. La fuente de iluminacion fue centrada, y se
estandarizo la intensidad y la ganancia de la luz de la camara para todas las muestras. La
configuracién del sistema informatico incluyé un tablero digitalizador de video B PIP- 1024
(Matrox Electronic 167 Systems Ltd, Quebec, Canada), el software de analisis de imagenes
de los espermatozoides y un monitor de alta resolucion (Sony Trinitron PVM- 1443MD,
Sony Corporation). El tamafio de la matriz del marco de video fue de 512 x 512 x 8 bits, las
imagenes digitalizadas estuvieron compuestas de 262.144 pixeles (puntos de imagen) y 256
niveles de grises. La resolucion de las iméagenes fue de 0,15 y 0,11 um por pixel en los ejes
horizontal y vertical, respectivamente.

Se midieron cuatro parametros morfométricos del tamafio de la cabeza de los
espermatozoidez en 100 espermatozoides por muestra: longitud (L), ancho (An), area (A),
perimetro (P), y se calcularon cinco valores de forma: Elipticidad (Funl: L/An), Rugosidad
(Fun2: 4nA/P?), Elongacién (Fun3: L-An / L + An), Regularidad (Fun4: sLAn/4A y p2a
(P?/47A) (Esteso et al. 2009). El valor de p2a relaciona el perimetro de un objeto con su area
(Sailer et al. 1996) considerando un valor minimo de 1,0 para un circulo. Si esta proporcion

aumenta, la cabeza de los espermatozoides se diferencia mas de la forma de un circulo.

6.4.4 Andlisis estadistico

Los datos se presentan como media = EE. Se consider6 como unidad experimental al
macho, por tanto, las colecciones repetidas de un mismo macho fueron previamente

promediadas.

Se realiz6 una regresion lineal entre los valores morfométricos (L, An, Ay P) y la calidad
de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides métiles, el porcentaje de espermatozoides
con motilidad progresiva y el porcentaje de espermatozoides con anormalidades
morfoldgicas. Ademas se utilizd una regresion lineal para relacionar el tamafio de la cabeza
de los espermatozoides del semen de un mismo macho colectado en dos colecciones

diferentes, considerando como valor independiente el colectado en la primera extraccion.

Los datos morfométricos fueron utilizados para realizar una matriz con el fin de analizar
la existencia de subpoblaciones espermaticas. A partir de las muestras obtenidas en los 17
machos, se evaluaron 1700 observaciones de las cabezas de los espermatozoides

(100/espermatozoide/frotis analizado). El analisis estadistico se realizd6 mediante un analisis
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de conglomerados de k-medias para clasificar los factores de tamafio y forma en un nimero
reducido de subpoblaciones en funcion de las dimensiones de la cabeza de los
espermatozoides (Esteso et al. 2009). Este analisis implica que el operador debe establecer a
priori el numero de clusters a ser utilizado. Luego de realizar una serie de pruebas
preliminares se observo que al utilizar 4 o 5 clusters una de las subpoblaciones estaba
comprendida por pocos espermatozoides pertenecientes a los eyaculados de pocos machos,
por lo que no era una subpoblacion que representara efectivamente al total de los machos
evaluados. A su vez, al evaluar con 2 clusters, se encontraron menores diferencias entre las
subpoblaciones que al analizar 3 clusters. Por lo tanto, el nimero final de clusters se fijo en 3.

Los parametros morfométricos fueron comparados mediante ANOVA.

La normalidad de los pardmetros morfométricos como el de las variables espermaticas se

determinaron mediante la prueba de Shapiro-Wilks, para luego compararlos con ANOVA.

Se considerd un p < 0,05 como estadisticamente significativo.
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6.5 Resultados
6.5.1 Espermiograma

El volumen del eyaculado fue 413,9 £ 51 ul (rango: 50 - 1655 pl), con una concentracion
de 792,2 + 96,2 x 10° espermatozoides/mL (rango: 55,6 — 1890 x 10° espermatozoides/mL) y
un namero total de espermatozoides en el eyaculado (concentracion de espermatozoides X
volumen) de 315,8 + 54,0 x 10° (20,1 — 1324,8 x 10° espermatozoides). El color del semen
vario entre transparente, amarillo o blanco, siendo el pH de 7,5 £ 0,4 (rango: 7,0 - 8,5).

La calidad de la motilidad fue de 3,4 + 0,2 (rango: 1,5 - 5,0), el porcentaje de
espermatozoides métiles fue de 69,1+ 3,2 % (rango: 25 - 90 %) y el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva fue de 59,4 + 3,7 % (rango 5 - 90 %). En el 78,8 %
y 39,4 % de las muestras, la calidad de la motilidad fue igual o mayor que 3 vy 4,
respectivamente. Existié un 93,4 % y 63,4 % de las muestras con al menos el 50 % y el 70 %
de espermatozoides mdtiles, respectivamente. El porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva que fue igual o mayor a 60 %, 70 % y 80 % fue 57,6 %, 39,4 % y 15,1
%, respectivamente.

El porcentaje de espermatozoides con su membrana integra perteneciente a las muestras
colectadas en 2008 y 2009 (E - N) fue de 80,2 £ 6,9 % (rango: 72 — 93 %) y las colectadas en
2010 y 2012 (HOS) fue de 909 = 1,1 % (rango: 85 — 96 %). La incidencia de
espermatozoides con anormalidades morfoldgicas se muestra en la Tabla 2. En general, el
63,3 = 3,1 % (rango: 20 — 89 %) de los espermatozoides presentaron anormalidades
morfoldgicas. Por otra parte, 76,5 % de las muestras tuvieron mas del 50 % de sus
espermatozoides con anormalidades. El porcentaje de espermatozoides con anormalidades de
cabeza, pieza intermedia y cola fue de 18,2 + 4,1 %; 51,7 + 48 % y 425 + 3,5 %,
respectivamente. El porcentaje de espermatozoides con acrosoma dafiado fue del 30,0 + 4,7

%, y con acrosoma desprendido fue de 4,3 + 0,8 %.
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Tabla 2. Porcentajes de espermatozoides con anromalidades morfoldgicas de cabeza, pieza

media y cola de semen de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus) colectado durante la

estacion reproductiva mediante EE bajo anestesia general (n = 18 machos).

Anormalidad

Media + EE (%)

Mediana £ RSIQ* (%)

Rango (%)

Cabeza
Macrocefalia
Microcefalia
Redonda
Piriforme
Elongada
Suelta

Pieza media
Elongada
Abaxial
Afinada
Gota proximal
Plegada
Gota distal
Cola

Ovillo

Corta
Plegada

Gancho

03+0,1

04+01

1,1+04

50+13

05+04

109+19

0,04 £ 0,04

28+09

0,09 + 0,06

2715+27

70+11

143+19

6,3+14

0,04 + 0,04

18,4 + 3,3

52+19

0,0+0,0

0,0+£0,0

0,0+0,57

23%+28

0,0+0,0

5,9+6,3

0,0+0,0

1,1+17

0,0+£0,0

21,1+10,4

4,7+5,6

10,4 +£9,0

1,7+4,8

0,0+0,0

9,5+12,6

0,0+2,0

00-42

0,0-3,8

00-98

0,0-358

0,0-15,0

0,0-54,5

0,0-1,6

0,0-31,2

00-25

2,3-72,4

0,0-25,7

0,0-48,0

0,0-359

0,0-1,6

0,0-75/4

0,0-64,2

*RSIQ: Rango Semi- InterQuartil
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6.5.2 Parametros morfométricos

Los pardmetros morfométricos de la cabeza de los espermatozoides (tamafio y forma) se

presentan en la Tabla 3. La longitud de la cabeza de los espermatozoides tuvo una relacion

positiva con la calidad de la motilidad (Figura 2a), con el porcentaje de espermatozoides

motiles (Figura 2b), y con el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva (Figura

2c) (Tabla 4). El area de la cabeza y el perimetro mostraron una relacién positiva con la

calidad de la motilidad (Tabla 4). Funl y Fun3 tendieron a mostrar una relacién positiva con

el porcentaje de espermatozoides métiles (Tabla 4).

Tabla 3. Parametros morfométricos (tamafio y forma) de la cabeza de los espermatozoides de

venado de campo (Ozotoceros bezoarticus; n = 17) de muestras colectadas durante la estacion

reproductiva.

Media £ EE Rango
Valores de tamafio
Largo (um) 7,6 £0,01 57-121
Ancho (um) 4,4+0,01 3,2-6,5
Area (um?) 28,1+ 0,07 16,8 — 42,0
Perimetro (um) 21,9+ 0,04 16,6 — 40,2
Valores de forma
Funl (Elipticidad) 1,7 £ 0,005 1,1-29
Fun2 (Rugosidad) 0,7 £ 0,001 0,3-0,9
Fun3 (Elongacién) 0,3+0,001 0,06 -0,5
Fun4 (Regularidad) 0,9 £ 0,001 08-13
p2a 1,4 + 0,003 1,1-31

Valor de la forma p2a considera un minimo valor de 1,0 para un circulo.

32



a) 5 1
e Te)
2 4
-O'CS 3_
ES

1_
0_
b) 100 -

Espermatozoides
motiles (%)
D o
o o

(g
~—

Espermatozoides motiles

(o]
o o1 O
1 1 )

o
1

progresivos (%)

R W A~ OO N
ol
1

ol
1

(=]

6,5 7,0 7,5 8,0 8,5

Largo de la cabeza (um)
Figura 2. Relacion entre la calidad de la motilidad espermaética (a), el porcentaje de
espermatozoides mdtiles (b), y el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva (c)
y la longitud de la cabeza de los espermatozoides del semen de venado de campo (Ozotoceros

bezoarticus, n = 17 machos).
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Tabla 4. Relacion entre los parametros morfométricos y la calidad de la motilidad (O:
inmatiles, 5: alta motilidad), porcentaje de espermatozoides motiles, porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva 'y porcentaje de espermatozoides

morfoldgicamnete anormales de machos de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus; n =

17 machos).
Calidad - Motilidad _
Totilidad Motilidad orogresiva Anormalidades
R p R P R P R P
Largo 054 0,03 054 0,03 0,53 0,03 0,03 ns
Ancho 0,10 ns 0,11 ns 0,05 ns 0,14 ns
Area 050 004 0,33 ns 0,37 ns 0,02 ns
Perimetro 0,50 0,05 0,38 ns 0,41 ns 0,14 ns

Funl(Elipticidad) 0,24 ns 042 0,09 0,36 ns 0,10 ns
Fun2 (Rugosidad) 0,24 ns 0,29 ns 0,27 ns 0,23 ns
Fun3 (Elongacién) 0,29 ns 0,46 0,06 0,41 ns 0,10 ns
Fun4 (Regularida) 0,27 ns 0,27 ns 0,26 ns 0,31 ns

Hubo una relacion positiva entre los parametros morfométricos registrados en la
primera y segunda coleccion realizadas a los mismos machos: longitud (R = 0,79; p = 0,011),
ancho (R =0,86; p = 0,003), area (R = 0,83; p = 0,006) y perimetro (R = 0,59; p = 0,009).

6.5.3 Subpoblaciones espermaticas

Se identificaron tres subpoblacion de espermatozoides (Tabla 5), las cuales se dividieron

segun sus caracteristicas en:

e Subpoblacion 1 (SP1): se caracterizO por espermatozoides con los mayores valores
del tamafio de la cabeza y con los valores mas altos de p2a. Incluye el 18,2 £ 1,0 % de
los espermatozoides evaluados (rango: 0 - 52 %). Sélo un macho tenia méas de 50 %
del total de los espermatozoides en su eyaculado en SP1.

e Subpoblacion 2 (SP2): incluyé los espermatozoides que presentaron valores
intermedios entre SP1 y SP3. Correspondi6 al 45,2 + 0,6 % (rango: 4 - 70 %) de los
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espermatozoides evaluados. Siete de los 17 machos evaluados (41,2 %) tenian mas de
50 % de los espermatozoides pertenecientes a SP2.

e Subpoblacion 3 (SP3): incluyo los espermatozoides con la dimension de la cabeza
mas pequefio, y correspondi6 al 36,6 + 1,1 % (rango: 1 - 95 %) de los
espermatozoides totales. Cuatro machos del total tenian méas de 50 % de sus

espermatozoides en SP3.

Tabla 5. Parametros morfométricos de las subpoblaciones de las cabezas de los
espermatozoides obtenidas a través de un analisis de cluster (media £ EE) (n = 17).

Subpoblacién espermatica

Parametros
morfométricos >P1 oP2 3P
Largo (um) 8,19+0,03*  7,77+0,01° 7,24 +0,02°
Ancho (um) 475+0,02°  4,44+0,01° 4,16 £0,01°
Area (um?) 32,41+0,09* 28,86 +0,04° 25,16 + 0,06°
Perimetro (um) 24,07 £0,09° 22,25+ 0,03 20,52 + 0,04°
Funl (Elipticidad) ~ 1,73+0,01 1,76 + 0,007 1,75 + 0,008
Fun2 (Rugosidad) 0,71 +0,004* 0,73 +0,002" 0,75 + 0,002°
Fun3 (Elongacién) 0,26 +0,003 0,27 + 0,002 0,27 + 0,002
Fun4 (Regularidad) 0,94 +0,003 0,94 + 0,002 0,94 0,002
p2a 1,43+0,01* 1,37 +0,004° 1,34 + 0,004°

Valor de forma p2a considera un valor minimo de 1,0 para un circulo.

PC \/alores con diferentes superindices en la misma fila son significativamente diferentes (p < 0,001).
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6.6 Discusion

Esta es la primera descripcion de las caracteristicas del semen de venado de campo
colectadas por EE durante la estacion reproductiva. Los parametros del espermiograma
variaron entre los machos y las colecciones, por lo que es dificil comparar los resultados con
los datos preliminares reportados en esta especie (Duarte et al. 1993; Ungerfeld et al. 2008).
Esta amplia variacion pudo estar relacionada con las condiciones en que se obtuvieron las
muestras seminales: animales que se encontraban estresados, ya que fueron capturados con
dardos anestésicos, mantenidos bajo anestesia general, ademéas de que se les realizd EE.
Dichos procedimientos pueden producir una amplia variabilidad en las caracteristicas del
semen (Memon et al. 1986), ademas de ser muy estresantes para los animales (Fumagalli et
al. 2012). Hasta el momento es la Unica técnica disponible para coelctar semen en esta
especie, por lo que la baja concentracion, el volumen y la calidad espermatica obtenida
podrian llegar a ser una limitante para su criopreservacion. Si bien en algunos casos se podria
utilizar las muestras colectadas para su criopreservacion, dado los bajos valores obtenidos de
concentracion y volumen, las mismas producirian un ndmero reducido de pajuelas
conteniendo una baja concentracion de espermatozoides. Producir pajuelas de baja
concentracion espermatica puede ser de utilidad para las primeras instancias de evaluacion de
los procesos de congelacion-descongelacion, pero no para implementar en un futuro
biotecnologias reproductivas como la inseminacion artificial. Para tener éxito al realizar
inseminaciones, se debera reducir ain mas la cantidad de pajuelas que se puedan obtener de
cada macho con el fin de concentrar un nimero mayor de espermatozoides en cada una.

La calidad de la motilidad y el porcentaje de espermatozoides motiles se encontraron en
el mismo rango de los obtenidos en otras especies de ciervo (Gosch et al. 1989; de Abreu et
al. 2009). Asimismo, se encontré una alta variabilidad en el porcentaje de espermatozoides
con anormalidades morfoldgicas, tanto en la forma de la cabeza como en el tamafio de los
espermatozoides, como ocurre en otras especies (Giuliano et al. 2008). Se encontr6 un alto
porcentaje de espermatozoides con anormalidades, principalmente en el porcentaje de
espermatozoides con gotas citoplasmaticas distales y proximales (residuos citoplasmaticos).
A su vez, en humanos se ha relacionado la presencia de gota citoplasmatica con una elevada
concentracion de creatina quinasa en el semen (Durutovic et al. 2013), la concentracion sérica
de dicha enzima aumento en el venado de campo durante el proceso de EE (Fumagalli et al.
2012).
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Chandler et al. (1988) y Keating et al. (1997) vincularon los porcentajes altos de dichas
anormalidades con una disminucion en la tasa de fertilidad. El exceso de residuos
citoplasmaticos sugiere que estos espermatozoides son todavia inmaduros, y como
consecuencia podrian tener una mala funcion en cuanto a la fertilidad (Keating et al. 1997).
En otras especies de ciervo también se observo una proporcion alta de espermatozoides con
estas anormalidades (ver revision: Drion et al. 2003; Gosch et al. 1989), por lo que se sugiere
que este puede ser un patron general en los eyaculados de algunos cérvidos. El alto porcentaje
de espermatozoides con gotas citoplasmaéticas (proximal y distal) y con anormalidades
morfoldgicas de la cola podria estar explicando la baja motilidad y la alta viabilidad que se
observo en las muestras evaluadas. Dado que el flagelo es la parte mas compleja de los
espermatozoides, compuesto de una gran cantidad de estructuras y de componentes que
funcionan de forma dependiente entre si, los defectos en cualquiera de los componentes
tienen efectos negativos sobre la motilidad (Barth & Oko, 1989). A su vez, dado que estos
venados no tenian acceso a hembras, el alto porcentaje de espermatozoides con acrosoma
dafiado puede estar relacionado con el periodo de reposo sexual de estos animales, como ha
sido reportado en toros (Wells et al. 1970ab). Destacar nuevamente que el alto porcentaje de
anormalidades podria deberse no solo al estrés que sufireron los animales durante el proceso
de captura, anestesia y por el proceso de coleccion seminal, sino que también estos animales
podrian poseer cierto nivel de estrés no solo por ser especies salvajes sino por el ambiente en
el cual se encuentran lo que podria estar afectando las caracteristicas seminales de los
machos. Sin embargo, también debe considerarse que la poblaciéon de la ECFA se originé a
partir de dos capturas realizadas en la poblacién ubicada en Salto, por lo que la homocigosis
podria ser una posible fuente de la baja calidad espermatica (Baccetti et al. 2001, Morato et
al. 2001), provocando una disminucion en el éxito reproductivo (Araki et al. 2007). Sin
embargo, no se pudo determinar la causa exacta de la baja calidad seminal que presenta el
venado de campo. Sera necesario desarrollar nuevos estudios para determinar si la causa de la
baja calidad del semen es consecuencia del manejo en cautiverio que poseen estos animales o
bien es la calidad normal del semen de venado de campo.

Se describieron los parametros morfométricos de la cabeza de los espermatozoides de
muestras seminales colectadas mediante EE. En otras especies de cérvidos se han
determinado datos de los pardmetros morfometricos de los espermatozoides que fueron
colectados a partir de epididimo y diluidas en un diluyente (Malo et al. 2006; Esteso et al
2009), o en muestras criopreservadas (Esteso et al. 2006). La longitud de la cabeza de los

espermatozoides fue mas pequefia y el ancho fue similar a la obtenida a partir de las cabezas
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de los espermatozoides de ciervo gamo con microscopia electrénica (Gosch et al. 1989), y de
ciervo rojo utilizando CASA (Esteso et al. 2009), asi como los reportados en carnero
(Maroto-Morales et al. 2010), toro (Gravance et al. 2009) y chivos (Hidalgo et al. 2006).
Dado que todos estos pardmetros varian dentro de los mamiferos (Cummins & Woodall,
1985), en base a esta informacion se sugiere que se debe conocer mas sobre la especie en
estudio y evitar la extrapolacion directa de los resultados obtenidos en especies productivas
como se hace habitualmente.

Se encontr6 una relacion positiva entre los parametros morfométricos y la calidad de la
motilidad, el porcentaje de espermatozoides motiles y el porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva. Del mismo modo, Malo et al. (2006) y Ramon et al. (2013) en ciervo
rojo encontraron una relacion positiva entre la longitud de la cabeza y la velocidad de los
espermatozoides: aquellos espermatozoides con cabezas alargadas poseen una mayor
velocidad en su motilidad. Dichos resultados también son similares a lo encontrado por
Gomendio & Roldan (1991) quienes evaluaron la influencia del tamafio de los
espermatozoides en la competicion espermética en mamiferos. Sin embargo, Gil et al. (2009)
observaron una relacion negativa entre la longitud de la cabeza y la motilidad lineal y
progresiva en semen de cerdo. Dado los datos contradictorios encontrados en la literatura y
los bajos valores del coeficiente de correlacion determinado en esta y en la mayor parte de los
trabajos, las relaciones encontradas entre la motilidad y los pardmetros morfométricos deben
ser considerados con cautela. Por otro lado, es interesante que los parametros morfométricos
determinados en los mismos machos en dos colecciones diferentes se encuentren
estrechamente relacionados. Esta informacion sugiere que el tamafio de la cabeza de los
espermatozoides de los machos de venado de campo es estable, y puede que este patron
persista durante la vida reproductiva del animal. De ser asi, esta informacion podria ser Util
para elegir los mejores machos desde el punto de vista seminal, y mejorar el uso de
biotecnologias reproductivas.

Vicente-Fiel et al. (2013) describieron la existencia de subpoblaciones espermaticas en el
ganado bovino, caprino, ovino y porcino, encontrando una gran heterogeneidad entre
especies, asi como entre machos de una misma especie. De manera similar a lo que se ha
observado en otras especies (Esteso et al. 2009), se determind la existencia de 3
subpoblaciones  espermaticas  diferentes (SP1: espermatozoides grandes, SP2:
espermatozoides intermedios y SP3: espermatozoides pequefios). La existencia de
subpoblaciones espermaticas reafirma la idea de la heterogeneidad existente en los

eyaculados de los mamiferos, mostrando diferentes respuestas hacia estimulos bioquimicos
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(Buffone et al. 2004), funcionales (Martinez-Pastor et al. 2005), diferentes patrones de
motilidad (Quintero-Moreno et al, 2003; Nufiez -Martinez et al, 2006), e incluso con
diferentes parametros morfométricos (Thurston et al, 1999; Pefia et al, 2005). El estudio de
subpoblaciones de espermatozoides en un eyaculado podria ser una herramienta practica para
predecir la resistencia de los espermatozoides a los procesos de criopreservacion (Quintero-
Moreno et al, 2003; Nufiez-Martinez et al, 2006), ya que en varios estudios han encontrado
una relacion negativa entre el tamafio de la cabeza de los espermatozoides y la preservacion
de los mismos (Thurston et al. 2001; Pefia et al. 2005; Esteso et al. 2006). Segun la
informacion previa, y dada la existencia de un gran nimero de espermatozoides
pertenecientes a las subpoblaciones SP2 y SP3 se podria especular que estos espermatozoides
se preservarian mejor que los SP1 durante un proceso de criopreservacion. Sin embargo,
debido al bajo volumen de semen de algunas de las muestras, s6lo fue posible evaluar el
semen fresco y no se pudieron realizar estudios de preservacion. Se necesita realizar nuevas
investigaciones utilizando semen fresco y descongelado para identificar las posibles
relaciones entre las subpoblaciones espermaticas y la crioresistencia en venado de campo.
Dado que los pardmetros morfométricos permiten evaluar la existencia de subpoblaciones
espermaticas y éstos ultimos se pueden vincular con la resistencia de los espermatozoides a la
criopreservacion, seria recomendable incluir en futuras colecciones la evaluacion de estos

pardmetros como parte del espermiograma basico.
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6.7 Conclusiones

Se caracteriz6 el espermiograma basico del semen de venado de campo de muestras
coelctadas durante la estacion reproductiva, el que presentd baja concentracion,
volumen, calidad global y alto porcentaje de anormalidades morfolégicas, lo que
puede ser una limitante para su criopreservacion.

En base a la descripcion de los pardmetros morfométricos de la cabeza de los
espermatozoides, un dato importante para incluir como parte del espermiograma
basico, se determiné la existencia de 3 subpoblaciones espermaticas con diferentes
caracteristicas morfométricas.

Los parametros morfométricos de la cabeza de los espermatozoides fueron similares

entre diferentes colecciones.
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7. CAPITULO II: COMPARACION DE DILUYENTES PARA LA
CRIOPRESERVACION DE SEMEN DE VENADO DE CAMPO

7.1 Introduccioén

Hasta el momento se han evaluado varias técnicas de preservacion de semen en varias
especies productivas, incluyendo la comparacién de diluyentes y métodos de procesamientos
especificos. Sin embargo, son pocos los estudios que se han realizado con el fin de
criopreservar semen de especies de cérvidos que estan en peligro de extincion. Los datos
colectados en especies productivas son de suma utilidad, para comenzar a implementar
biotecnologias que preserven semen de dichas especies. Sin embargo, dado que los diluyentes
son especie-especifico, es necesario testear diluyentes, partiendo de datos determinados en
otras especies, pero con el fin de evaluar como adaptarlos adecuadamente para la especie en
estudio. La mayoria de los diluyentes utilizados en cérvidos han sido adaptados de diluyentes
en base a Tris y/o citrato, adicionados con yema de huevo para proteger a los
espermatozoides de los cambios bruscos de temperatura y con glicerol como crioprotector
(Asher et al. 2000). La efectividad de la proteccion de los espermatozoides durante la
criopreservacion puede estar influenciada por el procedimiento de coleccidn seminal utilizado
(Martinez-Pastor et al. 2006), por la proporcion de glicerol utilizada en el diluyente, asi como
por el resto de los componentes que forman el diluyente y la interaccion entre ellos (Cheng et
al. 2004).

La ventaja de utilizar diluyentes comerciales es que los componentes utilizados entre
diferentes colecciones estan estandarizados. Andromed (sin adicion de yema de huevo) y
Triladyl (adicionado con 20 % yema de huevo) son diluyentes comerciales utilizados para
criopreservar semen en varias especies (Haigh et al. 1993; Garde et al. 2003; Zomborszky et
al. 2005; Martinez-Pastor et al. 2009). El diluyente Andromed no necesita la adicion de yema
de huevo, lo que disminuye la posibilidad de transmitir enfermedades, y al ser transparente
permite una mejor visualizacion de la muestra en el microscopio. Por estos motivos su
utilizacion es recomendada por algunos investigadores (de Ruigh et al. 2006; Martinez-Pastor
et al. 2009).

Se ha criopreservado satisfactoriamente muestras seminales colectadas mediante EE en
varias especies de cérvidos, como el ciervo cola blanca (Jacobson et al. 1989), ciervo rojo
(Martinez-Pastor et al. 2006) y ciervo axis (Umaphaty et al. 2007; Haigh et al. 1993) en base

a Tris, yema de huevo y glicerol. Dicha composicion es similar a la del diluyente comercial
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Triladyl. Haigh et al. (1993) en ciervo axis obtuvieron una motilidad espermaética promedio
de 31 % luego de la descongelacién al utilizar el diluyente Triladyl. Sin embargo en ciervo
rojo se obtuvo cerca de 50% de espermatozoides motiles, tanto al utilizar el diluyente
Triladyl como el Andromed (Martinez-Pastor et al. 2009). Los resultados en ciervo rojo abren
la posibilidad de criopreservar efectivamente muestras seminales de cérvidos sin necesidad
de adicionar yema de huevo al diluyente.

La fructosa es un monosacarido que ha demostrado ser beneficioso para criopreservar los
espermatozoides en varias especies: toro (Garcia & Graham, 1989), carnero (Abdelhakeam et
al. 1991), ciervo ibérico (Fernandez-Santos et al. 2007) y perro (Woelders et al. 1997). La
fructosa esta presente en los diluyentes comerciales Triladyl y Andromed. Khalili et al.
(2010) demostraron que el semen criopreservado de carneros mejoré la motilidad
espermatica, asi como la viabilidad y la integridad tanto del acrosoma como de la membrana
del espermatozoide al adicionarle glicina al diluyente. A raiz de estos hallazgos, Fernandez et
al. (2013) evaluaron la criopreservacion de semen de ciervo gamo con un diluyente casero en
base a Tris, fructosa, 20 % de yema de huevo, con la adicidon de glicina (FTG) o sin la adicion
de glicina (FT). Los autores reportaron que las muestras diluidas con FTG presentaron
mejores valores de motilidad y de integridad de membrana que las preservadas con FT luego
de la descongelacion.

De acuerdo a la informacion previamente mencionada, se plante6 testear la efectividad de
utilizar los diluyentes Andromed o Triladyl, ademas de un diluyente FTG con 10 % o 20 %

de yema de huevo, a partir de muestras de semen de venado de campo.
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7.2 Objetivo
Comparar la efectividad de diferentes diluyentes para la criopreservacion de muestras

seminales de venado de campo colectadas mediante EE (Ozotoceros bezoarticus) durante

diferentes estaciones del afo.
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7.3 Materiales y métodos generales

El presenté trabajo consto de 2 experimentos:

- Experimento 1 corresponde a muestras colectadas durante de la estacion reproductiva
(febrero-marzo) diluidas con 2 diluyentes comerciales.

- Experimento 2 corresponde a muestras colectadas fuera de la estacion reproductiva
(setiembre-noviembre) diluidas con un diluyente casero con 2 proporciones distintas
de yema de huevo.

Se explicaran los materiales y métodos generales para ambos experimentos y luego en los

materiales y métodos de cada experimento la metodologia especifica de cada uno.

7.3.1 Nomenclatura de las muestras

Para una mejor comprension de los procedimiento realizados, se denomind T, a las
evaluaciones de las muestras del semen recién colectado (en fresco y fijadas), T1 a las
muestras inmediatamente luego de completar la dilucion en cada uno de los diluyentes, T, a
las muestras luego del enfriado a 5 ° C, T3 a las muestras luego de la descongelacion, T,4 luego

de una hora posdescongelacion y Tsa 2 h posdescongelacion.

7.3.2 Congelacion

7.3.2.1 Evaluacion seminal general

Una vez colectado, el semen se colocd en bafio maria a 37 °© C. En Tg se evaluaron todos
los parametros del espermiograma basico (al igual que en las muestras evaluadas para la
caracterizacion espermatica), y en T; y T, se determind la calidad de la motilidad, el
porcentaje de espermatozoides mdtiles y el porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva. A su vez en Ty y T, se determiné la integridad de membrana mediante la técnica
de HOS, y se realizaron fijaciones para determinar el porcentaje de espermatozoides con

anormalidades morfologicas y la integridad del acrosoma.
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7.3.2.2 Refrigeracion y congelacion general

Una vez que se realizaron todas las evaluaciones y fijaciones en Ty, y si el volumen era
suficiente para congelar, se procedié a realizar la dilucion en forma progresiva del semen
(T1). Luego de obtener la dilucion final requerida en cada uno de los experimentos, se
depositaron 50 pl en un microtubo (eppendorf, 1,5 cc) para realizar las evaluaciones
posteriores (T y T»), y el resto del volumen se utilizé para envasar en pajuelas. Luego que las
pajuelas fueron selladas con alcohol polivinilico se las colocé junto con el microtubo
(muestra a evaluar) en un recipiente con agua (1000 cc aproximadamente a temperatura
ambiente) que fue colocado en un freezer (-10 °C) durante aproximadamente 90 min, hasta
llegar a una temperatura de 5 °C (T,). Cuando se llegd a dicha temperatura se evaluaron las
muestras que estaban en los microtubos, y se dejé a las pajuelas equilibrando durante 2 ha 5
°C. Luego las pajuelas se colocaron en una rampa horizontal a vapores estaticos de nitrogeno
(4 a 6 cm del nivel de nitr6geno) durante 10 minutos (aproximadamente -120 °C), para
posteriormente sumergirlas en nitrégeno liquido (-196 °C), y conservarlas en el tanque de

nitrégeno, hasta su posterior evaluacion posdescongelacion.

7.3.3 Descongelacién

Luego de algunos meses (6 — 8 meses) las muestras se descongelaron, y se evaluo la
calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides motiles y el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva al momento de la descongelacion: 0 (Ts), a la hora
(T4) y alas 2h (Ts) posdescongelacion.

Las pajuelas fueron descongeladas manteniéndolas durante 10 s a temperatura ambiente
para luego introducirlas en un bafio a 37 °C durante 30 s (Renard & Babinet, 1984).
Inmediatamente se cort6 el extremo sellado con alcohol polivinilico, liberando el semen en
un microtubo (eppendorf, 1,5 cc) atemperado a 37 °C, cortando el otro extremo por debajo
del algodon. En T3 y Tsse fijaron muestras para evaluar el porcentaje de espermatozoides con
anormalidades y la integridad del acrosoma de los mismos. A su vez en T3 se realiz6 la
técnica de HOS.
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7.3.4 Andlisis estadistico

Los datos se presentan como media + EE. Los datos fueron comparados mediante
ANOVA para mediciones repetidas, tomando como tratamientos los diluyentes,
determinando la influencia del momento de evaluacion (To, Ty, To, T3, T4y Ts), asi como sus

respectivas interacciones.
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7.4 Experimento 1
7.4.1 Objetivo

Comparar el resultado de criopreservar semen colectado durante la estacion reproductiva

diluido con Andromed o con Triladyl.

7.4.2 Materiales y métodos

7.4.2.1 Animales

Se utilizaron muestras seminales colectadas de 11 machos durante la estacion
reproductiva (febrero- abril). Dado que no se pudo colectar semen de un animal, se trabajo
con eyaculados de 10 machos.

7.4.2.2 Diluyentes utilizados

Las muestras fueron diluidas con 2 diluyentes comerciales: Andromed o Triladyl.
Andromed es un diluyente que no posee yema de huevo; al Triladyl se le debe adicionar 20 %

de yema de huevo antes de ser utilizado.

7.4.3 Resultados

El amplio rango del volumen espermatico (50,0 — 1785,0 pl; media: 577,0 + 148,08 pl)
asi como la concentracion de los eyaculados (100,0 — 1890,0 x 10° espermatozoides/mL;
media: 636 ,1 + 195,6 x 10° espermatozoides/mL) del semen de venado de campo impidieron
congelar varias pajuelas de un mismo macho, por lo que las mismas fueron envasadas con

bajas concentraciones espermaticas (10,0 — 70,0 x10° espermatozoides por pajuela).

7.4.3.1 Calidad de la motilidad y motilidad espermética

El diluyente Triladyl protegié mejor que Andromed la motilidad espermatica (p = 0,05;

Figura 3b) y tendio a ser mejor en la proteccion de la calidad de la motilidad (p = 0,10; Figura
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3a), y en la motilidad progresiva de los espermatozoides (p = 0,07; Figura 3c). No hubo
interaccion entre el tratamiento y el momento en que se realizaron las evaluaciones en las 3
variables mencionadas, pero todos los parametros disminuyeron a lo largo del proceso de
evaluacion (p < 0,0001; Figura 3).

7.4.3.2 Anormalidades morfologicas e integridad de membrana y acrosémica

No hubo diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides anormales, ni en
la integridad del acrosoma de los espermatozoides entre los diluyentes. Tampoco hubo una
interaccion entre el tratamiento y el momento en que se realiz6 cada evaluacion en estas
variables. Sin embargo, el porcentaje de espermatozoides anormales aumenté entre T,y T3 (p
< 0,0001, Figura 4a) y el porcentaje de espermatozoides con su acrosoma integro disminuyo
durante el proceso de criopreservacion (p < 0,01; Figura 4b). Por ultimo se observo que las
muestras diluidas con Triladyl tendieron a proteger mejor la integridad de membrana de los
espermatozoides (p = 0,09), disminuyendo en los diferentes momentos de evaluacién (p <
0,0001, Figura 5). Sin embargo, no se encontrd interaccién entre el tratamiento utilizado y el

momento en que se realizo la evaluacion.
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Figura 3. Calidad de la motilidad (a), porcentaje de espermatozoides motiles (b) y porcentaje
de espermatozoides con motilidad progresiva (c) de semen de venado de campo (Ozotoceros
bezoarticus) colectado durante la estacion reproductiva y diluidos con Andromed (-) o

Triladyl (--) en funcion del momento de evaluacion (0: semen fresco; 1: luego de la adicion
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del diluyente; 2: 5 °C; 3: posdescongelacion; 4: 1 h posdescongelacion; 5: 2 h
posdescongelacion).

Diferentes letras: P < 0,05.
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Figura 4. Porcentaje de espermatozoides con anormalidades morfolégicas (a) y porcentaje de
espermatozoides con su acrosoma integro (b) de semen de venado de campo (Ozotoceros
bezoarticus). El semen fue colectado durante la estacion reproductiva y diluidos con
Andromed o Triladyl. Los datos se presentan agrupados (no existen diferencias significativas
entre los diluyentes utilizados) en funcién del momento de evaluacion (0: semen fresco; 1:
luego de la adicion del diluyente; 2: 5 °C; 3: posdescongelacion; 5: 2 h posdescongelacion).
Diferentes letras: P < 0,05.
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Figura 5. Porcentaje de espermatozoides con membrana integra de semen de venado de
campo (Ozotoceros bezoarticus) colectado durante la estacion reproductiva, y diluidos con
Andromed (-) o Triladyl (--) en funcion del momento de evaluacion (0: semen fresco; 2: 5 °C;
3: posdescongelacion).

Diferentes letras: P < 0,05.

7.5 Experimento 2

7.5.1 Objetivo

e Comparar la efectividad del diluyente FTG adicionado con 10 % o con 20 % de yema

de huevo para la preservacion de semen colectado fuera de la estacion reproductiva.

7.5.2 Materiales y métodos

7.5.2.1 Animales

El trabajo se realiz6 con muestras seminales colectadas de 16 machos durante la estacién
no reproductiva (setiembre - noviembre). De estas muestras, se logro criopreservar 10, ya que
en 5 de los casos el volumen no fue suficiente para realizar las evaluaciones y congelar, y de
otro macho no se obtuvo semen.
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7.5.2.2 Diluyente utilizado

Las muestras seminales fueron diluidas con FTG adicionado con 10 % o 20 % de yema de

huevo.
7.5.3 Resultados

El total de espermatozoides por pajuela varié (10,0 — 60,0 x 10° espermatozoides
por pajuela) dependiendo del volumen (rango: 90,0 — 565,0 pl; media: 213,0 £ 43,5) y de la
concentracién espermatica (rango: 10,0 — 935,0 x 10° espermatozoides/mL; media; 311,7 +

49,9 espermatozoides/mL) de los eyaculados de cada macho.
7.5.3.1 Calidad de la motilidad y motilidad espermatica

La calidad de la motilidad (2,7 + 0,2) asi cdmo el porcentaje de espermatozoides motiles
(47,0 £ 5,8 %) y con motilidad progresiva (33,0 = 4,9 %) de las muestars frescas coelctadas
fuera de la estacion reproductiva fueron numéricamente bajas. La adicion de 10 % o de 20%
de yema de huevo no afectd la calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides
motiles, ni el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva. Tampoco hubo
interaccion entre los tratamientos y el momento de evaluacion, pero se observd una
disminucion de las 3 variables a lo largo de los diferentes momentos de evaluacién (p <
0,0001; Figura 6).
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Figura 6. Calidad de la motilidad (a), porcentaje de espermatozoides métiles (b, linea
continua) y porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva (b, linea punteada) de
semen de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus) colectado durante la estacién no
reproductiva y diluidos con FTG. Las datos se presentan agrupados (no existen diferencias
significativas entre los diluyentes utilizados) en funcién del momento de evaluacion (O:
semen fresco; 1: luego de la adicion del diluyente; 2: 5 °C; 3: posdescongelacién; 4: 1 h
posdescongelacion; 5: 2 h posdescongelacion).

Diferentes letras: P < 0,05.
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7.5.3.2 Anormalidades morfologicas e integridad de membrana y acrosomica

No se observaron diferencias significativas entre tratamientos al analizar el porcentaje
de espermatozoides anormales, ni interaccion entre tratamientos y momento de evaluacion,
encontrando diferencias al transcurrir el tiempo de evaluacién (p = 0,01; Figura 7a). No hubo
diferencias significativas entre tratamientos al analizar el porcentaje de espermatozoides con
su membrana integra. Tampoco hubo diferencias de acuerdo al momento en que se realizo la
evaluacion, ni hubo interaccion entre tratamientos y momento de evaluacion. Tampoco se
encontré diferencia en el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma integro entre
tratamientos, ni interaccion con el momento de evaluacion, aunque esta variable disminuy6

durante el proceso de congelacién-descongelacion (p < 0,0001; Figura 7b).
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Figura 7. Porcentaje de espermatozoides con anormalidades morfologicas (a) y porcentaje de
espermatozoides con su acrosoma integro (b) de semen de venado de campo (Ozotoceros

bezoarticus). El semen fue colectado durante la estacion no reproductiva y diluidos con FTG.
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Los datos se presentan agrupados (no existen diferencias significativas entre los diluyentes
utilizados) en funcion del momento de evaluacion (0: semen fresco; 1: luego de la adicién del
diluyente; 2: 5 °C; 3: posdescongelacién; 5: 2 h posdescongelacion).

Diferentes letras: P < 0,05.

7.6 Discusion: Experimentos 1y 2

Si bien el bajo volumen y concentracion espermatica que presentaron los eyaculados de
venado de campo no fueron un inconveniente para los objetivos de esta tesis, la baja cantidad
de pajuelas con baja concentracion de espermatozoides si puede ser una limitante para
generar un banco de semen e implementar técnicas de inseminacion artificial con semen
congelado. Aunque la informacion publicada con anterioridad es muy escasa (Duarte et al.
1993; Ungerfeld et al. 2008), la misma es coincidente en cuanto a la baja cantidad de
espermatozoides que se logra colectar en la especie. De todas formas, y dado que no se ha
colectado semen por otras técnicas o de animales posmortem, no es posible saber si esto es
una limitante de la especie o de la técnica de coleccion. Es importante recordar que la
aplicacién de anestesia general, sumado al estrés que genera la aplicacion de la misma a los
animales (Fumagalli et al. 2012) pueden afectar los resultados de la coleccidén seminal.

Los espermatozoides preservados con Triladyl presentaron mejor motilidad y tendieron a
preservar mejor la integridad de membran que los diluidos con Andromed. Dicha diferencia
puede deberse a la adicion de yema de huevo, ya que en varios estudios se ha observado que
la presencia de yema de huevo no sélo protege a los espermatozoides durante la
criopreservacion (Watson, 1981; Aboagla & Terada, 2004), sino que también protege la
motilidad (Holt et al. 1988). Si bien la motilidad resulté mejor con el uso de Triladyl que de
Andromed, los valores posdescongelacién fueron similares a los encontrados por Martinez-
Pastor et al. (2009) en ciervo rojo, quienes consideran que los espermatozoides de ciervo rojo
se criopreservaron adecuadamente al utilizar cualquiera de estos dos como diluyentes. Sin
embargo, los bajos valores de supervivencia obtenidos luego de la incubacion
posdescongelacion podrian ser un indicador de la baja fertilidad de los espermatozoides,
aunque Vianna et al. (2009) no encontraron una relacion entre la supervivencia y la fertilidad
en los espermatozoides que fueron incubarlos a diferentes temperaturas y tiempos.

La composicion de Andromed y de Triladyl difiere no solo en la adicién de yema de

huevo, sino también en el porcentaje de glicerol (7 % y 6 %, respectivamente), asi como en
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otros compuestos no declarados por el fabricante, lo que dificulta la interpretacion de los
resultados. Si bien en la presente tesis no se evalué un mismo diluyente con diferentes
concentraciones de glicerol, dado que en ciervo rojo (Martinez-Pastor et al. 2006) se han
obtenido buenos resultados con concentraciones de 4 % a 8 %, es posible que el semen de
venado de campo soporte las concentraciones de glicerol utilizadas. De todas formas Cheng
et al. (2004) consideran que las diferencias en la crioresistencia de los espermatozoides no
serian sélo por la concentracion de glicerol, sino que podria ser modulada por varios
componentes del diluyente. Por tanto, seria necesario analizar diluyentes de composicion
conocida variando algunos componentes con el fin de determinar si existe un diluyente que
criopreserve mejor que Triladyl los espermatozoides de venado de campo.

La adicion de 10 % o de 20 % de yema de huevo a las muestras diluidas con FTG no
generd diferencias, pero ademas, considerando los bajos resultados obtenidos luego de la
descongelacion, no se recomienda la utilizacion de semen colectado y procesado de esta
forma. En trabajos anteriores también se observé un bajo resultado posdescongelacion en
muestras criopreservadas fuera de la estacion reproductiva (Beracochea, 2012). Por el
contrario, en venado de campo (Beracochea, 2012) y en gamo (Fernandez et al. 2013), se
obtuvieron buenos resultados al criopreservar muestras colectadas durante la estacion
reproductiva diluidas con FTG con 10 % o con 20 % de yema de huevo, respectivamente. Por
tanto, las caracteristicas del semen colectado fuera de la estacion reproductiva parecen ser
una limitante importante, que por tanto dificulta evaluar adecuadamente el diluyente
utilizado. Los bajos valores seminales encontrados fuera de la estacion reproductiva pueden
estar afectados por la composicion del plasma seminal, la que en otros pequefios rumiantes
varia estacionalmente (ver revision: Muifio-Blanco et al. 2008), pudiendo afectar la
criopreservacion de los espermatozoides (Pérez-Pé et al. 2001). Si bien no se realizaron
estudios sobre la composicién seminal, se plantea considerarlo en futuros estudios de
criopreservacion que se realicen fuera de la estacion reproductiva.

A su vez, otras condiciones de los machos utilizados para colectar las muestras seminales
pueden estar afectando los resultados. Villagrdn & Ungerfeld (2013) observaron que la
calidad seminal del semen fresco y diluido con FTG 20 % fue mejor en machos que estaban
alojados con hembras comparado con el semen colectado de machos que no tenian contacto
con hembras. Estos autores plantearon que el contacto con las hembras estimula la actividad
reproductiva de los venados de campo, por lo que si se evaluan otros diluyentes a ser
utilizados fuera de la estacion reproductiva se recomienda utilizar el semen de machos que

estén en contacto con hembras.
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Por otra parte, hay que considerar que la poblacion de la ECFA puede estar afectada por
endogamia, lo que también explicaria parcialmente los bajos valores espermaticos
encontrados en esta tesis. En este sentido, Garde et al. (2003) encontraron una relacion
inversa entre el nivel de endogamia y la capacidad de sobrevivencia de los espermatozoides a
la criopreservacion. Para confirmarlo seria necesario correlacionar los resultados de estudios

geneticos con los parametros seminales.

7.7 Conclusiones

e El diluyente Triladyl preservd mejor las muestras de semen colectadas durante la
estacion reproductiva en comparacién con el diluyente Andromed.
e Los diluyentes evaluados no permitieron preservar adecuadamente el semen colectado

fuera de la estacion reproductiva.
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8 DISCUSION GENERAL

Los resultados obtenidos de esta tesis deben ser interpretados considerando el bajo
namero de machos utilizados, y lo dificil que es el procedimiento de obtencion de las
muestras de una especie con alta sensibilidad al estrés. Sin embargo, son los primeros
resultados que constituyen un punto de partida para realizar nuevos estudios en los que basar
protocolos de congelacion y descongelacion, incluyendo ensayos de fertilidad, tanto in vitro
como in vivo.

En la presente tesis se evalud y describio las caracteristicas del semen de venado de
campo colectado mediante EE durante la estacion reproductiva. A su vez se describieron los
pardametros morfomeétricos de la cabeza de los espermatozoides, lo que permitié determinar la
existencia de 3 subpoblaciones espermaticas en los eyaculados. Si bien los parametros del
espermiograma variaron tanto entre machos como entre colecciones, los datos obtenidos son
de suma utilidad para conocer los parametros seminales normales de esta especie. A pesar de
las variaciones, la calidad de la motilidad y el porcentaje de espermatozoides mdtiles se
encontraron en el mismo rango que los reportados en otras especies de ciervo (Gosch et al.
1989; de Abreu et al. 2009). Los parametros morfométricos se correlacionan con la
susceptibilidad de los espermatozoides a la criopreservacion (Esteso et al. 2006), por lo que
contar con estos datos permitiria su inclusion al momento de realizar las evaluaciones de
semen y por tanto determinar qué resultados se podrian esperar en cada muestra. Pese al bajo
nimero de animales utilizado, los parametros morfométricos fueron similares entre
colecciones, lo que permite reafirmar la utilidad de estos pardmetros en los procesos de
evaluacion.

El bajo volumen espermaético obtenido en las muestras limitd la criopreservacion. Ademas
del bajo volumen, las muestras presentaron una baja concentracion espermatica por lo que no
se pudo congelar muchas pajuelas de cada macho, e incluso en algunos casos sélo se
criopreservd una pajuela con cada diluyente. Esto es una limitante a considerar para
implementar programas de inseminacion artificial.

El diluyente Triladyl criopreservd mejor que el Andromed las muestras colectadas
durante la estacion reproductiva. El diluyente FTG adicionado tanto con 10 % como con 20
% de yema de huevo no produjo resultados satisfactorios, por lo que no se recomienda su
utilizacion en muestras colectadas fuera de la estacion reproductiva. De todas formas, es
necesario considerar que estas muestras numericamnte tenian un bajo valor de calidad global

seminal, lo que probablemente constituyera la principal limitante para la criopreservacion.
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9 CONCLUSIONES GENERALES

La alta variabilidad de los parametros del semen fresco, ademas de la baja
concentracion, volumen, calidad espermatica (definida por los 3 pardmetros de
motilidad), y el alto porcentaje de espermatozoides con anormalidades morfoldgicas
son una limitante para la criopreservacion del semen de venado de campo.

Los pardmetros morfométricos de la cabeza de los espermatozoides, la existencia de
subpoblaciones, y la relacion encontrada entre diferentes colecciones y los parametros
morfométricos, constituyen informacion valiosa tanto para la evaluacion del semen
fresco como para mejorar la criopreservacion.

El diluyente Triladyl criopreservd mejor que Andromed las muestras de semen
colectadas durante la estacion reproductiva.

Los diluyentes evaluados no permitieron la criopreservacion adecuada del semen

colectado fuera de la estacion reproductiva.
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Pampas deer (Ozotoceros bezoarticus) is a native endangered species. Knowledge of the basic
spermiogram characteristics and the morphometric descriptors is necessary to effectively
develop sperm cryopreservation. In other species, sperm sub-population is related to sperm
cryo-resistance. The objective was to provide a general description of the sperm, includ-
ing sperm head morphometric descriptors, its repeatability, and the existence of sperm
sub-populations. Sperm were obtained from adult males by electroejaculation during the
breeding season. The motility score was 3.4 +0.2 (mean + SEM) and progressive motility
was 59.4 +3.7%. Ejaculated volume was 413.9 +51.0 pl, the total number of sperm ejacu-
lated was 321.2 + 55.4 x 10°. Also, 63.3 =+ 3.1% of the sperm were morphologically abnormal
and 23.7 +2.3% had acrosome damage. The sperm head length was 7.6 +0.01 um, width
4.4+0.01 wm, area28.1 +0.07 wm? and the perimeter was 21.9 + 0.04 um. There was a pos-
itive relationship among morphometric descriptors and the motility score, overall motility
and progressive motility. Also length (P=0.011), width (P=0.003), area (P=0.006) and
perimeter (P=0.009) of sperm head obtained in two different collections were positively
related. Overall, the low concentration, volume, overall quality and abnormal morphology,
and wide variation of these variables may be a limitation for the development of sperm
cryopreserved banks. There were three sperm sub-populations with different morphomet-
ric characteristics. The morphometric descriptors are maintained similarly among different
collections.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction
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considered this species as endangered (Appendices 1;
CITES, 2013). Since 2008 pampas deer are included it in
the Red Book of Endangered Species in the category of
near threatened (IUCN, 2013). Currently, there are small
populations of the species in Argentina (O.b. celer, O.b.
leucogaster); Brasil (0.b. bezoarticus, O.b. leucogaster) and
Uruguay (0.b. uruguayensis, O.b. arerunguaensis). Based on
cytogenetic, molecular (Gonzélez et al., 1998) and morpho-
metric(Gonzdlez et al., 2002) data, two subspecies endemic
from Uruguay have been identified. O. b. arerunguaensis
inhabits in Salto (31°65'S, 56°43’ W) and O. b. uruguayensis
in Rocha (33°45'S, 54°02' W). There is also a third popu-
lation in semi-captive conditions in the Estacion de Cria
de Fauna Aut6ctona Cerro Pan de Azticar (ECFA), Uruguay
(34°3'S, 54°1' W; altitude: ~200 m), originating from ani-
mals captured in Salto, with approximately 80 animals.

Despite being an endangered species, there is scarce
information related to the biology and conservation of
pampas deer. Reproductive biotechnologies, as sperm
cryopreservation, artificial insemination, or in vitro fertil-
ization are strategies used to preserve endangered species
(Holt and Pickard, 1999), including cervids (Garde et al.,
2006). Thus, it is essential the cryopreservation of pampas
deer sperm to implement reproductive biotechnologies.
As deer are not easily domesticated, sperm are usually
obtained by electroejaculation, as occurs in other deer
species (Fernandez et al., 2013; Jacobson et al., 1989).

A limitation to improved reproductive biotechnology
in pampas deer is the scarce information about sperm
descriptors and sperm characteristics. Preliminary reports
in pampas deer sperm show a great range in volume
(0.1-0.6 ml) of semen collected, overall motility (20-70%)
and total number of sperm per ejaculate (34-2170 millions
of sperm/mL; Duarte et al., 1993; Ungerfeld et al., 2008).

Other than the data obtained by the basic spermiogram,
the computer-assisted sperm morphometry analysis soft-
ware (ASMA) provides information of morphometric
descriptors more directly linked to sperm motility (Malo
et al., 2006), cryopreservation (Esteso et al., 2006), sperm
sub-population (Esteso et al., 2009) and fertility (Casey
et al., 1997). The existence of sperm head morphometric
sub-populations has been identified in several mammalian
species (Soler et al., 2014; Esteso et al., 2009; Nufiez-
Martinez et al., 2006; Gravance et al., 1996). Esteso et al.
(2006) reported that sperm samples more resistant to
cryopreservation have more small sperm, suggesting that
the variability in sperm head dimensions of individual
stags may be a reliable indicator of sperm freezing capac-
ity. Therefore, the characterization of the morphometric
descriptors and of the existence of sperm sub-populations
would be useful to improve the probability of effectively
developing sperm cryopreservation. Overall, the knowl-
edge of pampas deer sperm characteristics such as the
basic spermiogram and morphometric descriptors would
be useful to develop reproductive biotechnologies. There-
fore, the aim of the present study was to provide a general
description of pampas deer sperm, including the basic
spermiogram and to determine size and shape of the
sperm head with the aid of ASMA. In addition, determina-
tions were made about the relationship of morphometric
descriptors among sperm variables, repeatability of the

sperm head morphometric descriptors among different
collections and presence of sub-populations from sperm
obtained by electroejaculation during the breeding season.

2. Materials and methods
2.1. Location and general procedures

The study was performed at the ECFA, where the ani-
mals were maintained in enclosures of 0.5-1ha. Males
were allocated in single male groups since at least 6
months before the study was initiated without direct
contact with females. All the animals had free access to
water and natural pastures, and from Monday to Satur-
day received 600g of a diet formulated for dairy cows.
Sperm samples were obtained from 18 adults males (3-7
years of age, 22.0-35.3 kg) during the breeding season (late
summer-mid autumn; Ungerfeld et al., 2008 ); over a 4 year
period (2008, 2009, 2010 and 2012) and were used to char-
acterize the spermiogram. A total of 38 semen collections
were performed (one to five collections per male).

Males were captured as reported by Fumagalli et al.
(2012). Briefly, anesthetic darts containing ketamine 5%
(1.6 mg/kg; Vetanarcol; Laboratorio Kéning, Buenos Aires,
Argentina), xylazine 10% (2.0 mg/kg; Sedomin; Labora-
torio Kéning, Buenos Aires, Argentina) and atropine 1%
(0.013 mg/kg; Atropine sulfate; Laboratorio lon, Monte-
video, Uruguay) were projected from a blowpipe. The
animals were transported in a stretcher, and monitored
during all the procedures for vital signs (heart, pulse,
oximetry, respiratory rates, as well as, rectal tempera-
ture). After the electroejaculation process was completed
(see below), the animals were transported back to their
enclosures, and anesthesia was reversed administering
yohimbine hydrochloride (0.26 mg/kg; Reverze, Laborato-
rio Vetcross, Montevideo, Uruguay) in the jugular vein.

2.2. Sperm collection

Electroejaculation was performed with a rectal probe
(300 mm length x 19 mm width, with 30mm electrodes;
P-T electronics, model 303, Oregon, USA), with a series of
10 pulses (4-5s per pulse) of voltage stimulus, with rest
intervals of 2-3 s per series, increasing 1V in each series,
from the initial 1V stimulation until ejaculation. The time
to which ejaculation began was recorded. Prior to electroe-
jaculation, the rectum was emptied of feces, the prepucial
area was washed with physiological saline serum solution
and exteriorization of the penis was performed.

2.3. Basic spermiogram

Immediately after ejaculation the color, pH, motil-
ity score, overall motility, progressive motility, volume
(micropipette: Gilson, Valle del Oise, France), and the con-
centration of sperm in the ejaculate (Neubauer chamber)
were determined. Sperm motility was directly evaluated
in the fresh undiluted sample with a phase contrast micro-
scope (subjective system), in at least five fields per sample
according to the previously described methods of Evans
and Maxwell (1987). Motility score was assessed using a
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scale of 0-5: 0, no motility; 1, weak tail movement, no for-
ward progression; 2, slow forward movement, often in a
circular pattern; 3, moderate forward movement; 4, rapid
forward movement; 5, very rapid forward movement.

The sperm membrane integrity of samples obtained in
2008 and 2009 were stained with eosin-nigrosine (E-N;
Campbell et al., 1956), and the samples obtained in 2010
and 2012 with the hypo-osmotic swelling test (HOS test)
(Jeyendran et al., 1984). The modification of the technique
was due to problems with E-N availability. For the E-N
technique, smears were prepared by placing 5 pl of the
sperm sample with 10 pl of E-N, mixed, and the drop was
extended with a glass slide. The samples were observed
with an optical microscope at 1000 x (Nikon, model Eclipse
E200, Shanghai, China). To perform the HOS test, 10 pl
of sperm were mixed in 100 ul of hypo-osmotic solu-
tion (1.02g/100 mL; 100 mOsm), and incubated at 37°C
for 15 min, performing fixations with glutaraldehyde 2% in
0.33 M cacodylate/HCI buffer (pH=7.3). The fixed samples
were observed with an optical microscope at 400x phase
contrast (Nikon, model Eclipse E200, Shanghai, China).
With both techniques, 100 spermatozoa were counted
in each sample. The incidence of sperm with different
abnormalities (morphology), and with acrosomal integrity
(intact, damage and lost) was determined (400x micro-
scope with phase contrast) in samples fixed with 2%
glutaraldehyde in cacodylate buffer (Pursel and Johnson,
1974).

2.4. Morphometric descriptors

The sperm samples obtained from 17 males were
used to determine the morphometric descriptors. Thin
smears were prepared with 10 p.l of sperm, air-dried, and
immersed in methyl alcohol (Methanol for analysis ACS,
Dorwil Quimica Analitica, Buenos Aires, Argentina) five
times for 1. Subsequently, the smears were stained using
Hemacolor® (Merck), a procedure adapted from Esteso
et al. (2003) for red deer sperm. Stained sperm sam-
ples were permanently mounted with a coverslip and
dibutyl phthalate xylene (DPX). Stained slides were used to
perform ASMA using the morphometry module of a com-
mercially available system (Sperm-Class Analyser®, SCA,
Microptic, Barcelona, Spain). The device was equipped with
a Nikon microscope (Labophot-2, Tokyo, Japan) and a Sony
video camera (CCD AVC-D7CE; Sony Corporation, Tokyo,
Japan) connected to a Pentium 950 MHz processor. The illu-
mination source was centered and the intensity of the bulb
and the gain and offset of the camera were standardized
for all samples. The configuration of the computer sys-
tem included a PIP-1024 B video digitizer board (Matrox
Electronic Systems Ltd, Quebec, Canada), the sperm image
analysis software and a high-resolution assistant monitor
Sony Trinitron PVM-1443MD (Sony Corporation). The array
size of the video frame recorder was 512 x 512 x 8 bits,
digitized images were made up of 262,144 pixels (picture
elements) and 256 gray levels. Resolution of images was
0.15 and 0.11 pm per pixel in the horizontal and vertical
axes, respectively.

Four morphometric dimensions were measured in -

each sperm head (total, 100 spermatozoa per sample):

length (L), width (W), area (A) and perimeter (P). Five shape
values were calculated from those dimensions: elliptic-
ity (L/W), rugosity (4 wA/P?), elongation [(L—W)/(L+W)],
regularity (wLW/4A) and p2a (P%/47A). The value p2a com-
pares the perimeter of an object to its area (Sailer et al.,
1996), considering a minimum value of 1.0 for a circle. If
this ratio increases, the head of spermatozoa differs to a
greater extent from a circle.

Also samples of morphometric descriptors from nine
males were obtained in two different collections to deter-
mine the repeatability of these data. Moreover, the data
of size and shape obtained from 17 males were used to
identify sub-populations within each ejaculate using clus-
ters according to the sperm head measurements and shape
values.

2.5. Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. A linear regression
was used to relate the morphometric descriptors (length,
width, area, perimeter) with the motility score, overall
motility, progressive motility and morphologic abnormal-
ities. The overall motility, and the progressive motility had
a skewed distribution, thus, these data were normalized by
arcsine transformation before statistical analysis. A linear
regression analysis was used to ascertain the relationship
of the sperm head size obtained in two different collections.

The data matrix of morphometric analysis to found
sub-population in the ejaculated consisted of 1700 obser-
vations of sperm heads (100/male analyzed). Statistical
analysis was done using a k-means cluster analysis to
classify size and shape factors into a reduced number
of sub-populations according to the sperm head dimen-
sions (Esteso et al., 2009). The procedure that was applied
required the setting of the number of clusters a priori. The
cluster numbers were determined in a series of preliminary
tests until the optimal number of clusters was determined.
Fewer differences between sub-populations were obtained
with two than with three clusters. With four and five clus-
ters, however, one of the sub-populations included few
sperm and only from a few males. Therefore, the final num-
ber of clusters was set at three. Normality of morphometric
descriptors was determined using the Shapiro-Wilks test
before making comparisons with the ANOVA.A P<0.05 was
considered statistically significant.

3. Results
3.1. Sperm collection and basic spermiogram

Semen was obtained in 37 of the 38 collection attempts
and from these three samples were rejected due to con-
tamination with urine. Males started ejaculations with
stimulations of between 1 and 6 V.

The semen color varied from transparent, yel-
low to white, and the average pH was 7.5+0.4
(range 7.0-8.5). The volume of the ejaculate was
413.9+51.0 pl (range: 50-1655 pl), sperm concentration
792.2+96.2 x 108 sperm/mL (range: 55.6-1890 x 10°)
and total sperm in the ejaculate (volume x sperm con-
centration) 321.2 +55.4 x 105 (range: 20.1-1324.8 x 10°).
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Table 1

Percentages of morphologies at the head, midpiece and tail of sperm from
pampas deer males (Ozotoceros bezoarticus) obtained by electroejacula-
tion under general anesthesia (n =34 sperm samples).

Abnormality Mean + SEM (%) Range (%)
Head
Big 03+0.1 0-4.2
Small 04 +0.1 0-3.8
Rounded 1.1+04 0-98
Piriform 50+13 0-358
Elongated 05+04 0-15.0
Lost 109+19 0-54.5
Midpiece
Elongated 0.04 + 0.04 0-16
Abaxial implantation 28+09 0-31.2
Tuned 0.09 £ 0.06 0-2.5
Proximal drop 275+ 27 23-724
Bent 70+ 1.1 0-25.7
Distal drop 14319 0-48.0
Tail
Coiled 63+14 0-35.9
Short 0.04 + 0.04 0-1.6
Bent 184+ 33 0-75.4
Hook 52+19 0-64.2

The motility score was 3.4+ 0.2 (range: 1.5-5.0), overall
motility 69.1+3.2% (range: 25-90%), and progressive
motility 59.4+3.7% (range: 5-90%). In 78.8% and 39.4%
of the samples the motility score was equal or greater
than 3 and 4, respectively. There were 93.4% and 63.4%
of the samples with at least 50% and 70% overall motility,
respectively. The percentage of progressive motility equal
or greater than 60%, 70% and 80% were 57.6%, 39.4% and
15.1%, respectively. Mean percentage of sperm with intact
membranes of samples evaluated with E-N was 80.2 + 6.9%
(range: 72-93%) and with the HOS test 90.9 + 1.1% (range:
85-96%).

The percentage of morphologic abnormalities is shown
inTable 1.Overall, 63.3 + 3.1% (range: 20-89%) of the sperm
were morphologically abnormal. Moreover, 76.5% of the
samples had more than 50% of the sperm with abnormal-
ities. From these, 18.2 +4.1%, 51.7 +4.8%, and 30.0 +4.7%
had abnormalities of the head, midpiece, and tail, respec-
tively. The percentages of spermatozoa with damaged and
lost acrosomes were 23.7 +2.3%, and 4.3 +0.8%, respec-
tively.

3.2. Morphometric descriptors

The morphometric descriptors of the sperm head (size
and shape) are presented in Table 2. Head length had a
positive relationship with motility score (R=0.54, P=0.03;
Fig. 1a), overall motility (R=0.54, P=0.03; Fig. 1b) and pro-
gressive motility (R=0.53, P=0.03; Fig. 1c). Head area and
perimeter had a positive relationship with motility score
(R=0.50, P=0.04; R=0.50, P=0.05; respectively). Elliptic-
ity and elongation tended to have a positive relationship
with overall motility (R=0.42, P=0.09; R=0.46, P=0.06;
respectively). No relationships were found among the size
or shape of sperm head and the abnormalities.

There was a positive relationship between the mor-
phometric descriptors recorded in the first and second
collection in the same males: length (R=0.79, P=0.011),

Table 2
Morphometric descriptors (size and shape) of sperm head of pampas deer
(Ozotoceros bezoarticus) (n=1700 sperm heads).

Mean + SEM Range

Size values

Length (m) 7.6 + 001 5.7-12.1

Width (pm) 44 £0.01 3.2-65

Area (um?) 28.1 + 0.07 16.8-42.0

Perimeter (pm) 219 +0.04 16.6-40.2
Shape values

Ellipticity 1.7 + 0.005 1.1-29

Rugosity 0.7 £ 0.001 0.3-09

Elongation 0.3 £ 0.001 0.06-0.5

Regularity 0.9 + 0.001 08-1.3

p2a 1.4 + 0,003 1.1-3.1

Shape value: p2a consider a minimum value of 1.0 for a circle.

width (R=0.86, P=0.003), area (R=0.83, P=0.006) and
perimeter (R=0.59, P=0.009). 5

3.3. Sperm sub-populations

Three sperm sub-populations were identified after the
cluster analysis of the 1700 individual sperm based on
different values of sperm head dimension. All the mor-
phometric variables, rugosity and p2a, were different

(a) 5

L )

Motile score

(b) 100 ]

Motile sperm (%)

A
G
8
)

Progressive motile
sperm (%)
&

0 r T T \
6.5 7, &5 8 8.5

Head lenght (um)
a)R=0.54, P = 0.03; b) R = 0.54, P = 0.03; c) R = 0.53, P = 0.03.

Fig. 1. Positive relationship between (a) motility score, (b) percentage of

motile spermatozoa, and (c) percentage of sper with prog
motility and sperm head length of pampas deer (Ozotoceros bezoarticus;
n=17 males).
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Table 3
Morphometric descriptors of sperm head sub-population obtained with clusters analysis (mean + SEM) (n=1700 sperm head).
Morphometric descriptors Sperm sub-population
SP1 SP2 SP3
Length (pm) 8.19+0.03* 7.77+0.01° 7.24+0.02°
Width (pum) 4.75+0.02* 444+001° 4.16+0.01¢
Area (um?) 3241+0.09° 28.86+0.04" 25.16+0.06°
Perimeter (jum) 24,07 +0.09° 22.25+0.03° 20.52+0.04°
Ellipticity 1.73+0.01 1.76 £0.007 1.75+0.008
Rugosity 0.71 £0.004° 0.73 +0.002° 0.75+0.002¢
Elongation 0.26 +0.003 0.27 +£0.002 0.27 +0.002
Regularity 0.94+0.003 0.94 +0.002 0.94 +0.002
p2a 1.43+0.01° 1.37 £0.004° 1.34+0.004¢
N 309 769 622

Shape value: p2a consider a minimum value of 1.0 for a circle.
Values with different superscripts (a, b, ¢) in the same row were different.
P<0.001.

among the sub-populations (P<0.001), and ellipticity and
elongation tended to differ (P<0.08; Table 3). The three
sub-populations were:

Sub-population 1 (SP1): characterized by sperm with
the largest average head dimension and greatest value of
p2a thus, this sub-population had sperm heads with less of
a circular shape. This sub-population included 18.2 +1.0%
of the sperm (range: 0-52%). Only one male had more than
50% of the total ejaculated sperm in the SP1 sub-population.

Sub-population 2 (SP2): contained the largest number
of sperm, included 45.2 +0.6% (range: 4.0-70.0%) of the
total sperm evaluated. This sub-population had interme-
diate values between SP1 and SP3. Seven of the 17 males

-evaluated (41.2%) had more than 50% of the sperm in the
SP2 sub-population.

Sub-population 3 (SP3): included the sperm with the
smallest head dimension, also the smallest value of p2a, so
the shape of these sperm heads was the most similar to
a circle. This sub-population corresponded to 36.6 +1.1%
(range: 1-95%) of the total sperm. Four males had more
than 50% of the sperm in the SP3 sub-population.

4. Discussion

The present research resulted in the first description of
pampas deer sperm characteristics collected by electroe-
jaculation during the breeding season. The spermiogram
pattern varied greatly among males and collections, so it
is difficult to compare the results with preliminary data
reported in this species (Duarte et al., 1993; Ungerfeld
et al., 2008). This wide variation is probably related to
the conditions under which sperm were obtained. Ani-
mals were likely stressed when being captured using
anesthetic darts, maintained under general anesthesia and
electroejaculated. This management has been previously
reported to result in wide variability in sperm character-
istics (Memon et al., 1986), and is highly stressful for the
animals (Fumagalli et al., 2012). Considering that this is -
at least until now-the only available technique to obtain
sperm from the pampas deer species, the low concentra-
tion, volume, and overall quality obtained would probably
be a limitation for cryopreservation.

The motility score and the overall motility were in the
same range of those obtained in other deer species (de

Abreu et al., 2009; Gosch and Fischer, 1989). A large vari-
ability in the percentage of morphological abnormalities,
head shape and size of the sperm from different males
was found in the present study and likely occurs in other
species (Giuliano et al., 2008). There was a large percent-
age ofabnormal sperm, mainly distal and proximal droplets
(residual cytoplasm) in the present study. This may be con-
sequence of the process of sperm collection, as electrical
stimuli may provoke the ejaculation of immature cells from
the epididymis. Abnormalities have also been related in
humans with elevated creatine kinase in sperm (Durutovic
et al., 2013) an enzyme that increases serum concentration
in pampas deer during the process of electroejaculation
(Fumagalli et al., 2012). Large percentages of residual cyto-
plasm have been associated with decreased fertility rates
in other species (Chandler et al., 1988; Keating et al., 1997).
The excess of residual cytoplasm suggests that these sperm
are still immature, and as a consequence could be dysfunc-
tional (Keating et al., 1997). Similarly a large proportion
of these abnormalities were also observed in other deer
species (Drion et al., 2003) suggesting that this may be the
general pattern for this cervid sperm variable. The large
percentage of sperm cytoplasmic droplets (proximal and
distal) and of tail abnormalities may explain the lesser
motility observed in samples with a greater percentage of
sperm viability. The flagellum is the most complex part of .
the sperm, composed of numerous structurally and func-
tionally interdependent components. As sperm motility
depends on the flagellum, defects in any component have
negative effects on motility (Barth and Oko, 1989). Similar
to what has been reported in bulls (Wells et al., 1970a,b),
the large percentage of acrosome damage observed in the
present study may be related to the long sexual rest of
males allocated in single male groups. However, it should
be considered that the population of the ECFA originated
from fawns captured in the population located in Salto, one
in 1981 and another group captured in 1982 for a total of
21 animals (8 males and 13 females) but five died (two
males and three females) before reaching reproductive age,
so homozygosity is a possible cause of poor quality semen
(Baccetti et al., 2001). Captivity may also affect sperm qual-
ity (Morato et al., 2001) via the absence of natural selection
for fertility (Araki et al., 2007). Overall, a specific cause
for the poor sperm quality in the present study cannot be
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ascertained. More studies are necessary to determine if the
cause of the poor motility is consequence of animal man-
agement or if this lesser motility is reflective of what exists
normally in pampas deer semen.

To the best of our knowledge this is the first report
describing the morphometric descriptors of fresh ejacu-
lated sperm in any deer species. Although there are some
previous data on deer spermatozoa, those were measured
from epididymal samples diluted with extenders (Esteso
et al,, 2009; Malo et al., 2006) or frozen-thawed sperm
(Esteso et al., 2006). Indeed, it is important for future possi-
ble applications to include these data as part of the general
characterization of pampas deer sperm. The head length
was smaller and the width was similar to that obtained
from sperm heads of Dama dama with electron microscopy
(Goschet al., 1989) and with CASA in Cervus elaphus (Esteso
et al., 2009), as well as those reported in other ruminants
(Gravance et al., 2009; Hidalgo et al., 2006; Maroto-Morales
et al., 2010). Sperm variables have wide variations within
mammals (Cummins and Woodall, 1985), and even within
cervids (Drion et al., 2003), making it important to charac-
terize these variables for each species instead of assuming
the data from farm animals are reflective of those for deer
species.

In the present study, there was a positive relationship
between the morphometric descriptors and the motility
score, overall motility and progressive motility of sperm.
Similarly, Malo et al. (2006) and Ramén et al. (2013)
found a positive relationship between head length and
sperm velocity: those sperm with elongated heads swim
faster, similar to previous findings of Gomendio and Roldan
(1991). The results from the present study should be con-
sidered cautiously due to the low values obtained in those
relationships. It is, nevertheless, interesting that values for
morphometric descriptors obtained from the same males
in two different collections in the present study were
closely related. This information suggests that the head
sperm size of pampas deer males is similar from one collec-
tion to the next for the same animal, and this pattern may
persist during the life span of an individual pampas deer.
If so, this information would be useful in choosing males
for improved use of reproductive biotechnologies with this
species. However, studies with more males assessing suc-
cessive collections are necessary to confirm whether the
findings of the present study are repeatable.

Vicente-Fiel et al. (2013) described the existence of
sperm sub-populations in cattle, goats, sheep and pigs for
individual males and among different males. Similar to
what has been observed in other species (Esteso et al.,
2009), in the present study three different sperm sub-
populations (SP1: large sperm, SP2: intermediate sperm
and SP3: small sperm) were present .The existence of
sperm sub-populations reaffirms the idea that mammalian
ejaculates are heterogeneous for sperm sub-populations
that have different responses to biochemical (Buffone
et al., 2004) or functional stimuli (Martinez-Pastor et al.,
2005), motility patterns (Ndfez-Martinez et al., 2006;
Quintero-Moreno et al., 2003), and different morphomet-
ric descriptors (Pefia et al., 2005; Thurston et al., 1999).
Defining sperm sub-populations could be a practical tool
to predict sperm cryo-resistance (Nifiez-Martinez et al.,

2006; Quintero-Moreno et al., 2003). In other deer species
(Esteso et al., 2006) the results after sperm cryopreserva-
tion are more desirable in males with a greater percentage
of small sperm. Due to the small volume of semen which in
some samples was no more than enough to evaluate fresh
sperm, similar evaluations could not be performed in the
present study. However, the existence of a large number
of sperm heads in SP2 and SP3 sub-populations could be
a reliable indicator of the cryo-resistance for pampas deer
sperm. Further research using fresh and thawed sperm are
needed to identify possible relationships between sperm
head morphometric sub-populations and cryo-resistance
in pampas deer.

5. Conclusion

The basic spermiogram of pampas deer semen was char-
acterized in the present study. The low concertration, small
volume, poor overall quality, great incidence of abnormal
morphology, and wide variation for these variables may be
a limitation for the development of sperm cryopreserva-
tion banks for pampas deer. In addition, the morphometric
descriptors of sperm heads were described with the exist-
ence of three sperm sub-populations that have different
morphometric characteristics. Furthermore, results from
the present study also demonstrate that the morphometric
descriptors are maintained in different collections from the
same males across time.
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