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INTRODUCCION

La criopreservacion espermadtica es una biotecnologia que puede asistir a la conservacién de
especies en riesgo de extincion. La corzuela parda o guazuncho (Mazama gouazoubira) es
un ciervo de tamafio mediano con amplia distribucién principalmente en el bosque
premontafioso en el noroeste de Argentina (Julid et al, 2010). Su estado de conservacion es
de preocupacion menor (Red List, UICN). El desarrollo de nuevos conocimientos
reproductivos sobre la corzuela parda, podria ser transferido a otros ciervos autdctonos,
como el venado de las pampas, huemul y taruca, con el propésito de colaborar en cambiar,
la critica situacién de conservacion de estas especies. El objetivo de este trabajo fue aplicar
una biotecnologia reproductiva (criopreservacion espermatica), a partir de la obtencién de
espermatozoides epididimarios de un individuo de corzuela, al menos 48 horas post
mortem.

MATERIALES Y METODOS

Esta experiencia fue realizada a partir de un ejemplar de corzuela encontrado muerto en un
establecimiento ubicado en Cafiuelas, provincia de Buenos Aires, Argentina, los primeros
dias del mes de julio de 2014.

Durante la necropsia se realiz6 la orquidectomia bilateral, en condiciones de campo,
dejando los testiculos dentro de la bolsa escrotal, ligada en el extremo del corte. En forma
inmediata, se envolvieron en papel y se ubicaron en una conservadora con packs
refrigerantes, para su traslado y finalmente se refrigeraron a 5°C. El arribo al laboratorio de
calidad seminal, se produjo 48 horas después del deceso del animal.

En condiciones de laboratorio, se realizé una inspeccién macroscopica de los testiculos y se
obtuvieron datos morfométricos: largo, ancho y perimetro. La recoleccién de los
espermatozoides se realiz6 por medio de cortes transversales y longitudinales de la cola de
cada epididimo con una hoja de bisturi, sobre una placa de Petri, con diluyente compuesto
por Tris, 4cido citrico y fructosa a temperatura ambiente. Luego de unos minutos, se
recuperaron los espermatozoides que lograron difundir al diluyente, de cada uno de los
epididimos, por medio de una pipeta graduada. El volumen obtenido se diluy6 en el mismo
diluyente, hasta alcanzar un volumen final de 3 ml, se lo atemper6 en bafio termostético a
37°C por 15 minutos y se procedié a realizar la evaluacién de calidad seminal:
concentracion espermdtica mediante recuento en cdmara de Neubauer®, movilidad
espermatica total y progresiva con microscopia de contraste de fase sobre platina térmica a



37°C,integridad de membrana plasmética mediante la coloracién de CFDA/PI -microscopia
de fluorescencia (Lancet L 2001 A), integridad de membrana acrosomal -microscopia de
contraste de fase 1000x y funcionalidad de membrana -test hipoosmético. Debido a que las
muestras obtenidas de cada uno de los epididimos no mostraron diferencias significativas
en la calidad seminal, se procedié a realizar un pool espermdtico. Luego se estabilizé la
muestra a temperatura ambiente durante 20 minutos, pasado ese tiempo se colocd en balcoén
de frio a 5°C por 60 minutos (velocidad de enfriamiento 1°C/3 minutos).Se agregdé 10% de
yema de huevo y el agente crioprotector permeable, glicerol al 5%, se estabilizo a 5°C
durante 15 minutos y luego se envasé en pajuelas de 0,5 ml. Se estabilizé a -70°C por 20
minutos y se almacend en termos de nitrégeno liquido a -196°C. A los 30 dias de
almacenamiento, se descongelaron las muestras a 37°C durante 30 segundos, para evaluar
su calidad seminal.

RESULTADOS

Morfometria testicular:
En la tabla 1 se presentan los datos obtenidos sobre la morfometria testicular.

Testiculo Testiculo
| derecho izquierdo
Largo testicular 7,00 7.00
(cm)
Perimetro
testicular (cm) 10,50 10,50
Perimetro  cola
epididimo cm) | | =Y 1,80

Tabla 1: Medidas morfométricas (cm) de testiculos y cola de epididimo

Evaluacion de la calidad seminal precongelado:
En la tabla 2 se resumen los resultados obtenidos al andlisis de calidad seminal de los
espermatozoides epididimarios recuperados de ambos testiculos, derecho e izquierdo.

Testiculo Testiculo
derecho izquierdo

Concentracion

7 7
(espermatozoides/ml) 9-10 22.10
M0V111c!a‘d total 57.40 57.10
espermatica (%)
M0V111c!a‘d progresiva 21.00 20,20
espermatica (%)
Integridad de
membrana plasmatica 83,00 82,00
(%)
Funcionalidad ) ‘de 65.20 63.30
membrana plasmética




(%)

Integridad de

membrana acrosomal 92,00 91,00
(%)

Tabla 2: Datos de los espermogramas para cada uno de los testiculos
Evaluacion de la calidad seminal al descongelado:

En la tabla 3 se resumen los datos obtenidos de calidad seminal, del pool de
espermatozoides epididimarios criopreservados, al descongelado.

Pool
seminal

Concentracion 6
(espermatozoides/ml) H5x10
Movilidad total

espermatica (%) 36,80
M0V111c!a‘d progresiva 17.30
espermatica (%)

Integridad de membrana

plasmética (%) 63,78
Integridad  acrosdémica 63.40
(%)

Funcionalidad de

membrana plasmatica 55,20
(%)

Tabla 3: Datos del espermograma pos descongelado

DISCUSION

La técnica empleada para la recuperacion espermdtica resulté adecuada, debido a que se
obtuvieron espermatozoides epididimarios viables a partir de un individuo 48 hs post-
mortem.

Las medidas morfométricas obtenidas coincidirian con las reportadas en la misma especie
por Cardoso Costa et al 2011, esto indicaria que el animal hallado, no presentaria
anormalidades testiculares que pudieran suponer una alteracién en su calidad seminal.

Los datos obtenidos de los espermogramas pre-congelado, no presentaron grandes
diferencias entre el testiculo derecho e izquierdo, posibilitando la confeccién del pool
seminal.

La evaluacién postcongelado, indicaria que la técnica de criopresevacion y descongelado
fueron satisfactorias, debido a que se recuperaron espermatozoides epididimarios viables.



CONCLUSION

La extincion de especies animales y vegetales, es uno de los signos mds preocupantes del
deterioro ambiental en el mundo, ya que constituye un proceso irreversible, que nos priva
para siempre de un material genético tnico e irremplazable.

En los dltimos afios los bancos de recursos gendmicos han crecido con el objetivo de
mantener la variabilidad genética de distintas poblaciones, mientras que la calidad de la
criopreservacion de los gametos determina la eficacia de tales bancos (Rola et al, 2012).
Este trabajo demostraria que es posible la recuperacion de espermatozoides epididimarios
viables, a partir de un individuo muerto, para luego ser sometidos a criopreservacion
espermatica, abriendo nuevas lineas de trabajo para la transferencia de técnicas de
crioconservacion aplicables a especies vulnerables y/o en riesgo de extincidon.
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