Archivos de Zootecnia

Journal website: https://www.uco.es/ucopress/az/index.php/az/

Efecto del 3,4-dihidroxifenilglicol en la calidad de semen de gallo (Gallus gallus)

criopreservado

Diaz Ruiz, E.'®; Ledn Jurado, J.M.2; Bermddez Oria, A.3; Gonzdlez Ariza, A.'2; Ferndndez Prior, A.3; Navas Gonzdlez,

FJ.'4; Peldez Caro, M.!%; Delgado Bermejo, J.V." y Arando Arbulu, A.!

! Departamento de Genética. Universidad de Cérdoba. Cérdoba. Espaiia.

2 Centro Agropecuario Provincial. Diputacién de Cérdoba. Cérdoba. Espaiia.

% Instituto de la Grasa, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Sevilla. Espafa.

4 Instituto de Investigacién y Formacién Agraria y Pesquera (IFAPA), Alameda del Obispo. Cérdoba. Espaiia.
5 Asociacién Nacional de Criadores de Caprino de Raza Murciano Granadina. Granada. Espafia.

PaLasras CLAVE

Antioxidante.
(riopreservacion.
Semen.
Avicultura.

ADITIONAL KEYWORDS

Antioxidant.
(ryopreservation.
Semen.

Poultry.

INFORMATION

(ronologia del arficulo.
Recibido/Received: 20.01.2023
Aceptado,/Accepted: 10.07.2023
Ondine: 15.07.2023

Correspondencia a los autores/Contact e-mil:

estherddrr@gmail.com

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la adiccién de diferentes concentraciones de
3,4dihidroxifenilglicol (DHPG), antioxidante derivado del olivo (Olea europea), en el diluyente de crio-
preservacién sobre la calidad espermdtica postdescongelacién en gallos. Para ello, se crioperservaron
5 réplicas de un pool de semen que procedian de 16 gallos de la raza Utrerana. De cada réplica, se
obtuvieron cuatro alicuotas que contenian diferentes concentraciones de DHPG: Control (sin DHPG); T1:
DHPG 50 pg/mL; T2: DHPG 100 pg/mly T3: DHPG 150 pg/mL. Finalmente, las muesfras se descon-
gelaron y se evaluaron los siguientes pardmetros: motilidad espermdtica, morfologia, funcionalidad de
membrana (HOST), viabilidad espermética, integridad del acrosoma, glutafién, concentracién de EROs
y peroxidacién lipidica (LPO). Se observé que los valores de viabilidad, infegridad del acrosoma, fun-
cionalidad de membrana, motilidad total, mofilidad progresiva y pardmetros cinemdticos disminuyeron
significativamente (P>0.05) en las muestras sometidas a congelacién en comparacién con las del semen
fresco. Sin embargo, en cuanto a las muestras sometidas a criopreservacion, no se apreciaron diferencias
significafivas (P<0.05) para estos pardmetros entre el ratamiento control y las muestras suplementadas
con diferentes concentraciones de DHPG. En conclusién, la adicién de estas concentraciones de DHPG al
diluyente de criopreservacion no tuvo ningin efecto significativo sobre los distintos pardmetros de calidad
seminal evaluados en semen de gallo criopreservado. Asi, futuros estudios aumentando la concentracién
de este antioxidante se fornan necesarios.

Effect of 3,4-dihydroxyphenylglycol on the quality of cryopreserved rooster
(Gallus gallus) semen

SUMMARY

The present study aimed to evaluate the effect of adding 3,4-dihydroxyphenylglycol (DHPG),
that is an antioxidant derived from the olive free (Olea europea), fo the cryopreservation extender on
postthaw sperm quality in roosters. For this, 6 replicas of a semen pool which were obtained from 16
Utrerana breed roosters were cryopreserved. From each replicate, four aliquots containing different
DHPG concentrations were obtained: Confrol: no DHPG; T1: DHPG 50 pg/ml; T2: DHPG 100
pg/mlL and T3: DHPG 150 pg/mL. It was observed that the values of viability, acrosome integrity,
HOST, total motility, progressive mofility, linear velocity, rectilinear velocity, curvilinear velocity, and
the mean amplitude of lateral displacement of the sperm head decreased significantly (P>0.05) in
samples subjected to freezing compared fo those of fresh semen. However, for samples subjected o
cryopreservation, no significant differences (P<0.05) were observed for these parameters between the
control treatment and samples supplemented with different concentrations of DHPG. In conclusion, the
addition of these concentrations of DHPG to the cryopreservation extender had no significant effect on
the different semen quality parameters evaluated in cryopreserved rooster semen. Thus, future studies
increasing the concentration of this antioxidant become necessary.

INTRODUCCION

(Iaffaldano et al. 2016), ya que la criopreservacion de

oocitos no es posible dada la alta concentraciéon de

La criopreservacion de semen es un método eficaz
para proteger los recursos genéticos de las distintas
poblaciones aviares (Santiago-Moreno et al. 2011). De
hecho, actualmente es el tinico método efectivo para
el almacenamiento “ex situ” de células reproductivas

yema presente en los huevos de aves (Blesbois 2007).

Sin embargo, el proceso de congelacién-desconge-
lacién provoca distintas lesiones celulares debido a
cambios osmoticos, a la formacion de cristales de hielo
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intracelulares y a la produccién de especies reactivas
de oxigeno (EROs), entre otros, que dan lugar a la
disminucion de la integridad y la permeabilidad de la
membrana celular, que en definitiva repercute en la ca-
pacidad de fertilizacién y en la viabilidad espermatica
(Matsuoka et al. 2006).

Los espermatozoides aviares contienen una gran
cantidad de 4cidos grasos poliinsaturados en compa-
raciéon con los mamiferos, especialmente acido doco-
satetraenoico (22:4n-6) y araquidénico (20:4n6) (Surai
et al. 2001), y en consecuencia éstos sufren una mayor
peroxidacién lipidica en presencia de EROs (Lon-
gobardi et al. 2017). Altas concentraciones de EROs
derivan en estrés oxidativo que provoca alteraciones
en la funcionalidad espermatica (Aziz et al. 2004) al
comprometer la actividad mitocondrial, la produccién
de ATP y, por lo tanto, en la motilidad espermatica, lo
que en ultima instancia influye negativamente en la
fertilidad (Sangani et al. 2017).

Para contrarrestar este efecto, el plasma seminal
contiene varias enzimas antioxidantes, como son la
superéxido dismutasa, la catalasa y la glutatién pero-
xidasa, asf como otros compuestos antioxidantes como
la vitamina C, la vitamina E, el piruvato, el glutatién y
la carnitina (Agarwal & Saleh 2002). Sin embargo, du-
rante la criopreservacion, la actividad de este sistema
enddgeno se ve afectado, por lo que la proteccion que
proporciona puede ser insuficiente. En este sentido,
resulta interesante la adiccion de antioxidantes exé-
genos (Naijian ef al. 2013), existiendo una gran canti-
dad de compuestos antioxidantes que difieren en sus
mecanismos de accion, toxicidad y efectividad (Mata-
Campuzano et al. 2012).

Diversos extractos de plantas poseen propiedades
antioxidantes dado el elevado contenido que presentan
en polifenoles, flavonoides, carotenos, acido gélico,
taninos y aceites esenciales, los cuales tienen unas ma-
yores ventajas sobre los antioxidantes sintéticos ya que
generan menor cantidad de residuos y provocan una
menor citotoxicidad (Zhong & Zhou, 2013). En concre-
to, el 3,4-dihidroxifenilglicol (DHPG) es un compuesto
fendlico derivado del aceite de oliva (Olea europea), el
cual posee efectos antioxidantes (Fernandez-Bolanos et
al. 2008) ya que reduce la oxidacién de las lipoproteinas
de baja densidad, protege contra la citotoxicidad del
H,O, y minimiza la actividad de la lactato deshidroge-
nasa (Hashimoto et al. 2004; Roche et al. 2009; Cicerale
et al. 2010).

Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue de-
terminar el efecto antioxidante de distintas concentra-
ciones de DHPG en la calidad post-descongelaciéon del
semen aviar usando N-Metilacetamida (NMA) como
agente crioprotector.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRA ANIMAL

En el presente estudio se incluyeron un total de
16 sementales de la raza aviar Utrerana con una edad
comprendida entre uno y tres afios, los cuales se aloja-
ron las instalaciones del Centro Agropecuario Provin-
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cial de la Diputacién de Cérdoba (Andalucia, Espana)
en jaulas individuales (95 x 95 x 95 cm) bajo un foto-
periodo natural.

Los animales fueron tratados de acuerdo con la
Legislacién Europea (Directiva 2010/63/UE “sobre la
proteccién de los animales utilizados con fines cienti-
ficos”), la cual ha sido traspuesta al derecho espafiol a
través del RD 53/2013.

RECOGIDA Y PROCESADO DEL SEMEN

Tras un periodo de tres menes en el cual se entrena-
ron los animales, la extracciéon seminal se realizé dos
veces a la semana (cinco en total) mediante el método
descrito por Burrows y Quinn (1937). Se realizé un pool
con todos los eyaculados individuales que presentaron
una calidad aceptable. Los criterios minimos de cali-
dad seminal fueron los siguientes: volumen (>0.2 mL),
concentraciéon (>3 x 10° spz/ml), motilidad (>80% de
motilidad total) y morfologia (<10-15% de espermato-
zoides con forma anormal).

Una vez hecho el pool, el semen se refriger6 durante
una hora hasta alcanzar 5°C en una nevera programa-
ble (Cell incubator SH-020S, Welson, Korea) reducién-
dose la temperatura en un radio de 0.3°C/min.

Con el objetivo de determinar el efecto del DHPG
en la calidad del semen descongelado, a las muestras
de semen se les afiadi6 un diluyente de dos fracciones
que contenia distintas concentraciones del antioxidan-
te, y que, a su vez, se corresponde con los distintos
tratamientos: Control (semen diluido sin antioxidante);
T1 (50 ng/mL); T2 (100 ng/mL) y T3 (150 pg/mL).

Para la criopreservacion, se realizé una primera
dilucién con la fraccion A del diluyente propuesto por
Sasaki ef al. (2010) y transcurridos 30 minutos se llevo
a cabo una segunda dilucién con la fraccion B del di-
luyente en que se estaba estudiando en el presente es-
tudio, el cual contenia un 18% de NMA (concentracion
final 9%) como crioprotector.

Transcurridos 10 minutos desde la segunda dilu-
cién, las muestras se envasaron en pajuelas de 0.25 mL
con una concentracioén final de 500 x 10° spz/pajuela y
se colocaron en vapores de nitrogeno a una altura de
4.5 cm durante 30 minutos sumergiéndose seguida-
mente en nitrégeno liquido (-196°C) hasta su uso.

Para la descongelacién, las pajuelas fueron sumer-
gidas en un bafio de agua a 5 °C durante 1 minuto y 40
segundos (Sasaki et al. 2010).

EVALUACION DE LA CALIDAD SEMINAL

Para la evaluacién de la calidad seminal, se midie-
ron un conjunto de pardmetros tanto en semen fresco
como en semen descongelado.

Para la valoracién de la morfologia espermaética se
realizé una tincién Diff-Quick (Kubus, Madrid, Espa-
Na) para, posteriormente, proceder a un contaje de 200
espermatozoides al microscopio (Olympus CX21FS2)
a 40x, distinguiendo aquellos espermatozoides mor-
folégicamente normales de aquellos que presentaban
alguna anomalia.
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La funcionalidad de membrana se evalué mediante
la prueba hipoosmética de HOST. Para ello, se deposi-
taron 25 uL. de la muestra en 500 uL de soluciéon HOST
(1.351 g de fructosa y 0.735 g de citrato de sodio por
100 mL de agua destilada). Tras la incubacién a 37°C
durante 30 minutos, se afadieron 500 pL de glutaralde-
hido al 2% para fijar los espermatozoides. A continua-
cion, se evaluaron un total de 200 espermatozoides con
el microscopio (Olympus CX21FS2) a 100x.

Para el estudio de la motilidad espermatica se utili-
z6 el equipo IVOS 12.3 (Hamilton-Thorne Bioscience,
MA, USA). Los parametros estudiados fueron: mo-
tilidad total (MT, %), motilidad progresiva (MP, %),
velocidad curvilinea (VCL, um/s), velocidad rectilinea
(VSL, um/s), velocidad lineal (VAP, pm/s), indice de
linealidad (LIN, %), indice de rectitud (STR, %), indice
de oscilacion (WOB, %), amplitud media del desplaza-
miento lateral de la cabeza (ALH, ym) y frecuencia de
batida (BCF, Hz).

Para el resto de los parametros estudiados se utilizé
el citometro CyFlow® Cube 6 (Sysmex Europe GmbH).
Para el estudio de la viabilidad espermatica se emple6
el kit de viabilidad LIVE/DEAD (Molecular Probes
Europe, Leiden, Paises Bajos). Se diluyeron 200 uL de
semen (20 x 10° spz/mL) con 300 pL de fluido de cité-
metro y se anadieron 5 pL de SYBR-14 (2 uM) y 20 pL
de yoduro de propidio (IP, 480 uM). Seguidamente, la
muestra se incub6 durante 15 minutos en oscuridad y
se procedi6 a su andlisis, considerandose que aquellos
espermatozoides que emiten en la longitud de onda
verde (FL1) son los que presentan membranas plas-
maticas intactas.

Para la evaluacion de la integridad del acrosoma se
depositaron 300 pL de semen (20 x 10° spz/mL) en un
tubo de citometro y se afiadieron 15 pL de aglutinina
de cacahuete conjugada con isotiocianato de fluorescei-
na (PNA-FITC, 100 ng/mL; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) y 30 pL de IP (6 uM). A continuacién, la
muestra se incub6 durante 5 minutos en oscuridad, se
anadieron 1200 uL de fluido de citémetro y se procedi6
a su analisis. Los resultados han sido corregidos segtin
lo propuesto por Petrunkina et al. (2010), evitando
la presencia de eventos que no se corresponden con
espermatozoides.

Para la evaluacion del glutation, 1000 uL de semen
(4 x 10° spz/mL) fueron depositados en un tubo de
citémetro donde se afiadié 0,5 uL de CMFDA Cell-
Tracker™ (Molecular Probes Europe, Leiden, The
Netherlands) (5 uM) para proceder seguidamente a
la incubacién de la mezcla durante 30 minutos a 37°C
en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se centrifugé
la muestra a 2600 rpm durante 5 minutos y se retir6
el sobrenadante. Finalmente, se afadieron 1000 uL de
fluido de citometro para llevar a cabo la evaluacién.

Para la medicién de las especies reactivas de oxi-
geno (EROs), se utilizé el kit comercial DCFH-DA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Para ello, se
depositaron 1000 uL de semen (4 x 10° spz/mL) en
un tubo de citémetro y se afadi6é 1 pL de DCFH-DA
(25 uM) para proceder a su incubacién en oscuridad
durante 30 minutos a 25°C. Posteriormente, la muestra
se centrifugé a 2600 rpm durante 5 minutos, se retird

el sobrenadante y se anadieron 1000 uL de fluido de
citémetro para su lectura.

Para la evaluacion de la peroxidacién lipidica (LPO)
se depositaron 200 uL de semen (20 x 10° spz/mL) en
un tubo de citometro y se aftadieron 10 uL de C11-BO-
DIPY581/591 (10 pM) procediéndose a su incubacién
durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. Transcurrido
dicho tiempo la muestra se centrifugé a 2600 rpm du-
rante 5 minutos, se retir el sobrenadante y se afiadié
1000 pL de fluido de citometro.

ANALISIS ESTADISTICO

Para ver la distribucién de los datos se realizé un
test de normalidad. Como los datos no seguian una
distribucién normal, estos fueron transformados segiin
su naturaleza, para después realizar un anélisis de
One-way ANOVA seguido de un test de Tukey para
determinar diferencias entre tratamientos. Se conside-
raron diferencias significativas cuando P < 0.05.

RESULTADOS

Como se puede observar en la Tabla I, los valores
de MT, MP, VAP, VSL, VCL y ALH disminuyeron sig-
nificativamente (P < 0.05) en las muestras sometidas a
congelaciéon en comparacion con las del semen fresco.
Asimismo, segtin los resultados reflejados en la Tabla
II, los parametros de HOST, viabilidad espermatica e
integridad del acrosoma aumentaron de forma signi-
ficativa (P>0.05) en las muestras de semen fresco en
comparacién con las de semen congelado. Sin embar-
g0, no se apreciaron diferencias significativas (P>0.05)
para estos parametros entre el tratamiento control (sin
antioxidante) y las muestras suplementadas con dife-
rentes concentraciones de DHPG post-descongelacion.

DISCUSION

Las propiedades antioxidantes del DHPG han sido
contrastadas y estudiadas anteriormente (Fernandez-
Prior et al. 2020). Sin embargo, su aplicacioén en diluyen-
tes de conservacion de semen es reciente, observandose
resultados variados acorde a la especie. Arando et al.
(2019) comprobaron la eficacia de la adiccién de DHPG
en el diluyente de criopreservacién en la especie ovina
al disminuir los valores de peroxidacién lipidica en las
muestras de semen descongeladas, al igual que ocurria
con la adiccién de hidroxitirol (HT), otro compuesto
fenoélico derivado del aceite de oliva, y con la mezcla
de ambos a diferentes concentraciones. Igualmente, en
esta misma especie, se observo un ligero aumento de
los parametros de motilidad cuando se suplementa el
medio de dilucién con estos antioxidantes para el caso
de semen refrigerado (Arando et al. 2020).

De otro lado, en la especie canina, Shakouri et al.
(2021) también observaron una mejoria en los pardme-
tros de motilidad, viabilidad espermatica e integridad
de la membrana plasmatica del espermatozoide en
muestras de semen descongeladas tras el empleo de
DHPG en el medio de congelacion.

Por el contrario, en la especie caprina donde tam-
bién se ha testado el efecto del antioxidante en cues-
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Tabla I. Resultados correspondientes a los distintos parametros de motilidad estudiados (MEDIA + DE)

(Results corresponding to the different motility parameters studied (MEAN + SD).

FRESCO CONTROL
MT (%) 85.40+5.13 23.00+14.58
MP (%) 41.80+12.54 6.80+4.76
VAP (MM/S) 70.88+19.83 57.48+15.86
VSL (MM/S) 56.36+16.86 45.26+13.61
VCL (MM/S) 122.62+31.02 97.98422.38
ALH (MM) 4.76£0.87 5.00+1.38
BCF (HZ2) 22.88+4.78 22.2645.17
STR (%) 75.00£2.35 72.80£2.17
LIN (%) 45.20+3.56 45.80+3.49

T1 T2 T3

27.60+12.60 24.20+7.66 33.60+12.60
6.80+3.35 5.80+3.56 10.60+5.59
55.48+14.84 45.50+7.66 57.20+10.75
41.34+9.76 33.02+5.84 42.02+9.38
96.96+23.52 85.66+10.89 104.20+16.40
5.30+1.81 4.66+1.25 5.96+1.94
22.56+3.37 24.98+3.04 24.82+2.56
69.60+4.56 67.80+4.38 67.60+6.95
44.00+4.18 39.80+4.44 40.80 +6.34

Tabla II. Resultados correspondientes a los parametros de morfologia, HOST, viabilidad espermatica, inte-
gridad del acrosoma, glutation, ROS y LPO (MEDIA =+ DE) (Results corresponding to the parameters of morphology, HOST, sperm

_ viability, acrosome integrity, glutathione, ROS and LPO (MEAN + SD))

FRESCO CONTROL T1 T2 T3
MORFOLOGIA NORMAL (%) 81.14+8.38 84.95+4.36 85.31+2.75 82.73+6.64 77.47+7.64
HOST (%) 82.54+3.12 45.05+18.13 43.81£15.80 40.32+£11.23 43.70£16.78
VIABILIDAD ESPERMATICA (%) 86.60+3.29 13.40£12.48 14.60+9.21 15.40£9.29 25.00+15.72
INTEGRIDAD DEL ACROSOMA (%) 83.29+2.48 10.76+8.45 11.88+£10.87 11.88+7.86 15.47+9.63

GLUTATION (MFI)
ROS (MFI)
LPO (MFI)

873.20+44.77
910.00+£94.54
941.80+97.21

966.60+209.47  890.80+177.25 1039.20+181.38
992.60+£165.00 951.20+155.64 1012.00+124.72
865.60+£158.72  902.40+178.24

1081.60+143.96
1015.80+175.32

939.00+£258.54 1003.80£79.05

tién, no se han encontrado efectos significativos tras
la adicciéon de DHPG en el diluyente en las muestras
sometidas a criopreservacién (Arando Arbulu et al.
2021). En el presente estudio, al igual que ocurria en
la especie caprina, no se ha observado efecto alguno
sobre los parametros estudiados en las muestras de
semen sometidas a congelacién-descongelacién tras la
adicciéon de DHPG al diluyente de criopreservacion.

A pesar de no observar efecto significativo del DHPG
en el presente trabajo, Al-Daraji (2012) observé como la
adiccién de aceite de oliva a diferentes concentraciones
en el diluyente de criopreservacién daba lugar a una
mejora en la calidad del semen post-descongelacion en
gallos al aumentar los pardmetros de motilidad, viabi-
lidad espermaética e integridad del acrosoma. De igual
forma, la suplementacién de aceite de oliva via oral en
gallos ha resultado en un incremento de la viabilidad
y de la motilidad, asi como en una disminucién de los
espermatozoides morfolégicamente anormales (Kacel &
Iguer-Ouada 2018; Oliveira et al. 2022). Estos efectos son
atribuidos a que el aceite de oliva mejora de la funcién
gonadal, a la reduccion del estrés oxidativo y de la pero-
xidacién de lipidos, asi como a promover la sefializacién
de 6xido nitrico lo que, en definitiva, preserva la calidad
seminal (Banihani 2017).

En esta linea, existe otro derivado del aceite de oliva
como es el dcido oleico que tras su suplementacion al
semen de gallo refrigerado ha dado lugar a la disminu-
cion de los efectos negativos de la peroxidacion lipidica
tanto en el plasma seminal como en los espermatozoi-
des (Eslami, Ghaniei & Rad 2016).

En todo caso, la adiccion de antioxidantes al dilu-
yente de congelacion de gallos es un tema que se ha
venido estudiando desde hace varios afios atras, com-
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probandose la eficacia de otros tipos de antioxidantes
sobre la calidad del semen descongelado. Tal es el caso
del tempol, cuya adiccién reporta un aumento de la
viabilidad espermatica, funcionalidad de membrana,
asi como de la motilidad total y progresiva y de ciertos
parametros cinematicos, al tiempo que disminuye el
nivel de peroxidacién lipidica (Najafi et al. 2022). Del
mismo modo, tras la suplementacién del diluyente aviar
con 0.5 mM de glutatién se ha observado una mejora
en la calidad seminal post-descongelacion debido a un
aumento de la viabilidad espermaética, la funcionalidad
de membrana, la integridad del acrosoma y de la motili-
dad (Ansari ef al. 2021). Como tltimo ejemplo, Siari ef al.
(2022) también han encontrado efectos beneficiosos tras
la adiccién de 10 mM de quercetina al diluyente de crio-
preservacion ya que aumenta la viabilidad espermatica,
la funcionalidad de membrana y la motilidad a la vez
que reduce la cantidad de espermatozoides morfologi-
camente anormales y el nivel de peroxidacién lipidica.

Aunque en el presente estudio no se han observado
efectos beneficiosos del DHPG, el estudio de este tipo
de antioxidantes derivados del aceite de oliva es fun-
damental teniendo en cuenta que el DHPG es extraido
del alperujo, un subproducto del aceite de oliva del que
se produce aproximadamente 5 millones de toneladas
al afo en Espafa lo que tiene graves consecuencias
ambientales debido a la alta presencia de compuestos
fitotoxicos y contenido orgénico (Bermuidez-Oria et al.
2019; Rubio-Senent et al. 2015).

CONCLUSIONES

En conclusién, la adiccion de DHPG al diluyente de
criopreservacion no tuvo ningtin efecto significativo, ni
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positivo ni negativo, sobre la calidad seminal durante
el proceso de congelacién-descongelacién. Por ello
podria ser interesante aumentar la concentracién del
antioxidante dado que quizds no sea suficiente para
paliar el estrés oxidativo originado durante el proceso
de criopreservacion. Igualmente, la ausencia de efecto
podria atribuirse al hecho de que la extraccion seminal
no se llevo a cabo durante la época reproductiva de los
sementales lo que podria haber afectado al éxito del
proceso de criopreservacion originando dafios irrepa-
rables en los espermatozoides aviares. Por este motivo,
seria interesante llevar a cabo futuros estudios durante
la estacion reproductiva mas favorable.
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