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INTRODUCCION
El IRTA ha estado desarrollando un programa de conservacion de razas de gallinas
catalanas véase Francesch (1997 a y b) para una revision. El nimero efectivo de reproductores
constituye un factor limitante en todo programa de conservacion genética y el poder mantener
semen congelado es una garantia en el mantenimiento de variabilidad genética. Basandose en
ello este trabajo se centré en estudiar el efecto crioprotector del dimetilsulféxido (DMSO) y
glicerol (GLY) al congelar semen de gallo de tres razas catalanas.

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron un total de cuatro ensayos con 125 gallinas y 12 gallos de cada una de
las razas Penedesenca Negra, Prat Leonada y Empordanesa Roja.

El semen se obtuvo por masaje dorso-abdominal (Francesch, 1995) y se trasladé a una
camara a 5°C donde se prepararon las muestras después de haber obtenido un homogenado
del semen de los 12 gallos en cada raza. Fue disuelto con el disolvente descrito por Lake and
Ravie (1984). Se establecid una soluciéon control que no contenia crioprotector, otra
incorporaba DMSO y otra GLY, quedando la concentracion de las muestras en 8,07 % (v/v)
de GLY 0 4,0 % (v/v) de DMSO. La proporcion semen/disolvente fue 1:3. Para congelarlo se
depositd en viales de 1,2 ml a dosis de 0,6 ml. Los viales fueron introducidos en racks. Asi
dispuestos se introdujeron en un bafio de hielo y alcohol durante 25 a —25°C, seguidamente
fueron introducidos al nitrégeno liquido. La descongelacion se realizo a las 24 horas en un
bafio de alcohol a 5°C agitando los racks durante 5° (Lake and Stewart, 1978). Cuando se
realizaron centrifugaciones estas fueron a 2.000 r.p.m. (400 g), 5 °C y durante 15".

En las inseminaciones (Francesch, 1995) se administr6 todo el contenido de un vial
par gallina. La recogida de huevos fértiles se realizo desde el segundo dia después de la
inseminacion hasta el octavo. Se determino la fertilidad (fértiles/totales* 100) a los tres dias de
incubacion tras observar la presencia de embrion.

Para los analisis estadisticos se utilizé el procedimiento GLM del programa SAS. Los
% se transformaron a arcsin V(%/100). La separacion de LS-means se hizo con un test de la t
de Student. Se acepto un nivel de significacion o = 0,05.

Ensayo n° 1. Se estudio el efecto de los crioprotectores sobre la fertilidad del semen
sin ser congelado reduciendo o no su concentracion por centrifugacion. En cada una de las 9
repeticiones se inseminaron 4 gallinas por raza y tratamiento. En cada repeticion se
prepararon seis muestras de 2 ml cada una para cada raza (2 CONTROL, 2 con DMSO y 2
con GLY). Una de cada tipo se almacené a 5°C hasta que la otra fue centrifugada. A las que
se iban a centrifugar se afiadieron 3 ml de solucion control. Se centrifugaron todas a la vez. Se
elimind el sobrenadante y se afiadio solucion control hasta conseguir 2 ml. Se incubaron
2.000 huevos distribuidos mas o menos a partes iguales por repeticion, raza y tratamiento. La
fertilidad fue analizada considerando el efecto de la raza, el del tratamiento, el de la
centrifugacion y las interacciones entre estos factores.

Ensayo n° 2. Se estudi6 la movilidad espermatica (espermatozoides vivos /
espermatozoides totales * 100 ) antes y después de la congelacion. En cada una de los 8
repeticiones se prepararon tres muestras de semen de cada raza (1 CONTROL, 1 con DMSO
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y 1 con GLY). Para el contaje de espermatozoides moviles se utilizd un hemocitometro de
Bicker realizando diluciones 1:4000. La control se evalud recién obtenido el semen y las
otras fueron primero congeladas. La movilidad fue analizada considerando el efecto de la
raza, el del tratamiento y la interaccion entre ambos.

Ensayo n° 3. Se estudio la fertilidad del semen después de haber sido congelado en
nitrégeno liquido y realizando una unica inseminacion. En cada una de las 19 repeticiones se
inseminaron 2 gallinas por raza y tratamiento. En cada repeticion se prepararon para cada raza
2 muestras CONTROL, 2 con DMSO y 2 con GLY. Las muestras control se inseminaron
inmediatamente. Las muestras con DMSO se administraron a continuacién de Ia
descongelacion y en las muestras con GLY se intent6 reducir la presencia de éste mediante
diluciones sucesivas (Lake et al, 1981) y centrifugacion. Se incubaron 1.700 huevos
distribuidos mas o menos a partes iguales entre repeticiones, razas y tratamientos. La
fertilidad fue analizada considerando el efecto de la raza, el del tratamiento, el del dia
posterior a la inseminacion y las interacciones entre estos factores.

Ensayo n° 4. Se estudio la fertilidad del semen después de haber sido congelado, pero
inseminando durante tres dias consecutivos. Se hizo con raza Prat. En cada una de las 4
repeticiones se inseminaron 5 gallinas por tratamiento. En cada repeticion se prepararon S
muestras CONTROL, 5 con DMSO y 5 con GLY. El resto fue igual al tercer ensayo pero
inseminando tres dias consecutivos con el semen congelado. Se incubaron 360 huevos
distribuidos aproximadamente a partes iguales entre repeticiones y tratamientos. La fertilidad
fue analizada considerando el efecto del tratamiento, el del dia posterior a la primera
inseminacion y la interaccion entre ambos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla | se presentan resultados del ensayo 1 en lo que interesa destacar en este
trabajo. Aparecieron diferencias significativas de fertilidad entre tratamientos, pero este factor
interacciond con el efecto de centrifugar o no las muestras, pues como podemos observar la
fertilidad bajo al centrifugar el CONTROL vy las muestras con DMSO, pero aumento en las
muestras con GLY. La presencia de DMSO contribuy6 en bajar la fertilidad, que no fue
recuperada reduciendo su presencia por centrifugacion y la de GLY practicamente anul6 la
fertilidad como en (Lake and Ravie, 1984), que se recuperé muy ligeramente centrifugando.

Tabla 1. LS-means + Std-err de los porcentajes globales de fertilidad de semen de gallo de las-
razas catalanas habiendo utilizado dimetilsulfoxido (DMSO), o glicerol (GLY), o ninguno en
los disolventes y habiendo centrifugado (CEN) o no (NO CEN) las muestras.

CONTROL DMSO GLY
NO CEN 70,1843,53a,1  51,44+361a2  2,5043,61 a3
CEN 57,44+6,11b1  2836+3,53b2 7374353 b3

Los valores con distinta letra dentro de una columna y los valores con distintto nitmero dentro
de una fila presentan diferencias significativas (P< 0,05).

En el ensayo 2 no se obtuvieron diferencias significativas de movilidad espermatica
entre razas, pero si entre tratamientos independientemente de la raza. EIl CONTROL fue el
que manifestoé una movilidad superior (77,16+1,99 %) y en el semen congelado destacaron
las muestras que contenian GLY con una movilidad doble (58,06+1,99 %) respecto de las que
contenian DMSO (26,67%1,99 %). Con todo ello quedé claro que el GLY manifesté un mejor
comportamiento crioprotector que el DMSO coincidiendo con Lake ef al. (1984) y Maeda et
al. (1984),
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En la tabla 2 se presentan resultados del ensayo 3. Se obtuvieron diferencias
significativas de fertilidad entre razas y entre tratamientos, con una interaccion significativa
entre el tratamiento y el dia posterior a la inseminacion. La raza Prat fue la que mostré mejor
fertilidad, pero las diferencias entre razas no dependieron ni del tratamiento, ni del dia
posterior a la inseminacion. La interaccion indicada vendria a decirnos que las diferencias de
fertilidad entre los dias posteriores a la inseminacion dependieron del tratamiento, pues en el
control ix fertilidad del segundo dia fue inferior a la de los demas dias, mientras que cuando el
semen fue congelado con DMSO la fertilidad del segundo y tercer dias fue superior que en el
resto de los dias y cuando se congeld con GLY la fertilidad del segundo dia fue superior a la
del resto de los dias. En una vision general quedd claro que la fertilidad global utilizando
semen congelado fue muy inferior al CONTROL, del orden de 75 unidades, pero es de
destacar el pico de fertilidad obtenido el segundo dia posterior a la inseminacion. Visto
también de forma general cabe destacar que la fertilidad global obtenida utilizando DMSO
como crioprotector fue muy similar a la obtenida utilizando GLY, pero de aquél segun el
ensayo 1 no se habia tenido que reducir su presencia mediante diluciones y centrifugacion.

Tabla 2. LS-means * Std-err de los porcentajes globales de fertilidad desde el 2° al 8° dias
posteriores a la inseminacion (d.p.i.) de semen de gallo de las razas catalanas congelado con
dimetilsulfoxido (DMSO) o glicerol (GLY) como crioprotectores frente a semen no
congelado (CONTROL).

d.p.i. CONTROL DMSO GLY
2°  68,2243,46 a,1 21,88+3,58 ¢, 1 14,5943,59 ¢, 1
3°  93,25+3,84 2,2 12,9243,67¢,1,2  4,85+3,78 b,c,2
4°  90,45+3,84 a,2 1,9743,55 b, 3 8,7243,93 b,1,2
5° 89344382224 3,1243,67b,23  4,65£3,90 b,2
6°  86,0043.76 2,2,3 3444352523  3,5143,56 b2
70 79,4943 .65 a,3,4 2,8943,56 5,23 5,7543,80b,1,2
8°  78,7943,70 2,3 3,1243,72b,2,3  4,0644,23 b2

Media 83,64+1,41 7,05+1,37 6,58+1,44

Los valores con distinta letra en una fila y los valores con distinto nimero en una columna
presentan diferencias significativas (P< 0,05).

En el ensayo 4 se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos pero no entre
los dias posteriores a la inseminacion, ni que las diferencias entre tratamientos dependieran
del dia posterior. Las diferencias entre la fertilidad del semen recién obtenido (89,76+4,79 %)
y el congelado también fueron importantes pero aqui la inseminacion en tres dias
consecutivos cuando el crioprotector fue DMSO (26,01+4,79%) mejord los resultados
respecto al ensayo 3, lo que supuso un incremento global de fertilidad en unas 20 unidades,
pero cuando el crioprotector fue GLY (7,14%4,79%) practicamente no mejord. Mejores
resultados con DMSO también los han aportado Lake y Ravie (1984) y Sexton et al. (1978).
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