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RESUMEN:

Se evaluo el efecto de la suplementacién con cinc (Zn) en carneros Merino Australiano,
sobre la fertilidad y preservaciéon del semen, en la region norte del Uruguay. Para ello se
colocaron bolos ruminales de ZnO de 72 g, liberando 28 mg Zn/ kg peso vivo por dia,
una Unica vez al inicio del ensayo en la mitad de los carneros preseleccionados (n=12).
Las caracteristicas seminales (volumen, concentracion y motilidad) se evaluaron al
inicio del ensayo, y pos suplementacion, a los 60 dias y 70 dias, pre y pos
congelamiento-descongelamiento y pre inseminacion, respectivamente. Se congel6 un
pool de muestras de semen de carneros con y sin suplementacion y se inseminaron por
Inseminacion artificial intrauterina (IAIU) dos grupos de ovejas, n=31 y n=34
respectivamente. Con pool de muestras de semen fresco de ambos grupos de carneros
se inseminaron por Inseminacion artificial cervical (IAC) dos grupos de ovejas, cada uno
n= 35. Mediante ultrasonografia se evalué la fertilidad, la prolificidad y la fecundidad al
dia 35 pos inseminacion. No se observaron diferencias significativas (p>0,05) en las
concentraciones de Zn en sangre entre los animales del grupo tratado y el grupo
control. Los resultados no mostraron cambios de magnitud en la motilidad masal, si
pudo observarse un aumento en el volumen seminal del grupo tratado, manteniendo
concentracion espermatica promedio, lo que significa que hubo mayor produccion
espermética (concentracion x volumen). Esto permiti6 obtener casi el doble de dosis
inseminantes por eyaculado en el grupo tratado frente al grupo control. No se observé
diferencia (p>0,05) en la fertilidad en ovejas inseminadas con semen fresco (lA cervical)
entre ambos grupos. Asimismo, si bien se observé mayor fertilidad en la inseminacion
con semen congelado (IAIU) a favor del grupo tratado frente al grupo testigo, la
diferencia no fue significativa (p>0,05). Esto podria deberse a la capacidad del Zn para
proteger y estabilizar las membranas, lo que mejoraria la congelabilidad del semen.



SUMMARY:

We evaluated the effect of Zn supplementation, in Australian Merino rams on fertility and
preservation of semen. The assay was performed in the northern region of Uruguay. At
the beginning of the trial, ruminal boluses of 72 g ZnO, releasing 28 mg Zn / kg body
weight per day, were placed in half of the preselected rams (n = 12). The seminal
characteristics (volume, concentration and motility) from both groups were evaluated, at
baseline and after supplementation, at 60 and 70 days, pre and post freeze-thaw and
pre insemination, respectively. A pool of semen samples from rams with and without
supplementation, was frozen and two groups of sheep, n = 31 and n = 34 respectively,
were inseminated by IAIU. Two groups of sheep, each n=35 were inseminated with a
pool of fresh semen samples from both groups of rams by cervical IA. Fertility,
prolificacy and fecundity were evaluated, by ultrasonography, at day 35 post
insemination. There were not significant differences observed in Zn blood
concentrations (p>0,05) in both groups. Results showed no change of magnitude in
mass motility, but an increase in seminal volume of treated group was observed,
maintaining average sperm concentration, meaning that there was a higher sperm
production (concentration x volume). This allowed almost twice inseminate doses per
ejaculate in the treated group versus the control group. No difference (p> 0.05) was
observed in fertility in ewes inseminated with fresh semen (cervical IA) between the two
groups. Also, while higher fertility was observed in the insemination with frozen semen
(IAIU) in favor of treated group compared to the control group, the difference was not
significant (p> 0.05). This could be due to the protective and stabilizing effect of Zn on
the membranes, which would improve semen freezability.



INTRODUCCION:

La ganaderia en el Uruguay, y en particular la ovina, esta sujeta hoy a presiones
competitivas por los recursos naturales por parte de rubros que muestran rentabilidades
mas activas: agricultura, forestacion y lecheria. A su vez, dentro del sector ganadero,
existe una dura competencia con los vacunos de carne.

El andlisis de alternativas productivas para el rubro ovino, que lo tornen mas rentable en
el corto plazo, no es ya una opcidon sino una necesidad (DELTA, 2015).
En Uruguay se registré en el periodo julio 2013- junio 2014 una caida del stock ovino
del 8.4% resultado del incremento del 24% de la faena comercial (OPYPA, 2014).
Entre las grandes cualidades de la produccién ovina siempre se destaco su rapida
capacidad de recuperacion en condiciones de mercado favorable, esto lo muestra el
stock ovino alcanzado en el pais a partir del fuerte estimulo de los precios record del
afno 2011 (Salgado, 2013). Cuando las variables carne y lana evolucionan juntas y en
forma favorable, se generan las mejores condiciones para el aumento de la produccién
ovina: crecimiento del stock, mayor produccion de lana, mayor faena de corderos y
mayor ingreso por exportaciéon (Salgado, 2014).

A su vez, la llegada de los planes de uso y manejo de suelos, el regreso de las
pasturas a los sistemas productivos y la necesidad de mantener los suelos esponjosos,
libres de la pezufia de los pesados vacunos, es una oportunidad para que los ovinos
ingrese sobre las zonas agricolas (Blasina, 2014).

La apertura de nuevos mercados para el pais, como Estados Unidos y Chile, asi como
la fuerte demanda del mercado chino (carne y lana respectivamente) hacen necesario
que el rubro en el Uruguay esté preparado para responder a dichos mercados (OPYPA,
2013; Salgado 2014).

Si bien actualmente no se espera un aumento en la demanda de lana en los mercados
internacionales, el crecimiento de la economia de Estados Unidos podria reactivar el
requerimiento de prendas de vestir de lana y a mediano y largo plazo mejorar dicha
demanda (OPYPA, 2014). Asimismo, las tendencias mundiales demuestran que las
lanas finas y superfinas, junto a otras fibras de lujo (cashmere, alpaca y mohair), estan
destinadas a ocupar un nicho de mercado de productos de alta calidad y valor. Dirigidos
a consumidores de alto poder adquisitivo, ubicados preferentemente en Europa y Asia,
donde la expectativa es que los precios tengan mejores valores a diametros cada vez
menores (Cardellino y Trifoglio, 2003).

A finales de la década del 90, la muy escasa produccion de este tipo de fibra en nuestro
pais, era una posible limitante para el crecimiento del complejo agroindustrial lanero en
el Uruguay. La produccion de lana superfina de la raza Merino surgio como una
alternativa de valorizacién y mejora de la competitividad del rubro ovino en las regiones
de Basalto y Cristalino, particularmente para aquellos productores laneros que
desarrollaban sus sistemas productivos sobre suelos superficiales con escasas
posibilidades de diversificacion de la produccion (Montossi y col., 2003).
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Un claro indicador de la eficiencia reproductiva ovina en el Uruguay, es el porcentaje de
sefialada, el mismo se ha mantenido entre un 60-70% promedio por mas de una
década, lo que esta mostrando una importante deficiencia a este nivel (Salgado, 2014).

La tasa de sefialada depende de la fertilidad y prolificidad de las ovejas encarneradas
asi como de la supervivencia de los corderos nacidos, son por lo tanto estas variables
las que deben incrementarse para mejorar la tasa de sefialada. Esto llevaria a la mayor
produccion de corderos, mantener y aumentar el stock ovino, y poder cubrir las
demandas de los mercados mundiales (Salgado, 2014).

Se reporta que la administraciéon de zinc (Zn) mejora la produccion espermatica en
borregos y contribuye al mantenimiento del cuerpo luteo, fundamental para la ciclicidad
y el desarrollo de la gestacién (Forero, 2004).

Cuando se produce un aporte mineral inadecuado o en proporciones incorrectas la
funcion reproductiva es la méas afectada, lo que conlleva a su vez, una disminucién de la
productividad y de la rentabilidad de las explotaciones (Tedo y Casas, 2005).

Puesto que la concentracién de Zn es elevada en los érganos sexuales masculinos,
como prostata y testiculos, y en el espermatozoide, su relevancia en la reproduccion
es innegable. El Zn interviene no solo en el desarrollo anatémico, sino también en la
funcion normal de los érganos reproductivos masculinos, mejora la espermatogénesis
con activa participacion en la maduracion de espermatozoides y en la conservacion del
epitelio germinativo (Cheah y Yang, 2011).

El Zn es un componente esencial tanto para machos como para hembras, los efectos
significativos de la deficiencia en este mineral ocurren en casos marginales donde los
signos clinicos pueden no ser expresados (McDowell y Arthington, 2005).

La deficiencia en Zn puede causar en el macho reduccion de la secrecién de
gonadotrofina hipofisaria y de androgenos, retardo en el desarrollo de o6rganos
primarios y secundarios, y afectar la espermatogénesis, mientras que en la hembra se
observan fallas en la produccion y maduracion de ovocitos, en la ovulacién, retardo en
el inicio de la pubertad y anormalidades fetales (Martin y White, 1992; Forero, 2004;
McDowell y Arthington, 2005).

La informacion disponible en el pais sobre el contenido de minerales en las pasturas es
parcial y con una alta variabilidad de los valores publicados (Berretta 1998; Pigurina y
col., 1998; Ungerfeld, 1998; Piaggio y Uriarte, 2005). No obstante, los microelementos
como el zinc (Zn), el selenio (Se), el yodo (l) y el cobalto (Co), asociados a los
balances vitaminicos, presentan un contenido marginal en nuestras pasturas
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(Berretta 1998; Pigurina y col., 1998; Ungerfeld, 1998; Piaggio y Uriarte, 2005).

Niveles bajos de Zn en suelos, plantas y tejidos animales han sido reportados en
diferentes regiones del mundo, se estima que forma parte de la corteza terrestre en un
0.0005- 0.02% (Alloway, 1995).

Las mezclas de sales de microelementos y de minerales para uso ad libitum disponibles
en el mercado proporcionan cantidades insignificantes de Zn en relacion al
requerimiento de los rumiantes (McDowell, 2003).

La administracion de Zn en bolos ruminales o en inyectables ha sido efectiva para el
tratamiento o prevencion de la deficiencia. También en animales en pastoreo ha sido
beneficioso el uso de fertilizantes con Zn para aumentar su concentracion en forrajes y
granos (McDowell & Arthington, 2005).

La forma ma&s comun de suplementacién es: 6xido de Zn (ZnO), sulfato de Zn (ZnSO4)
grado alimentario, Zn metionina, Zn lisina. La comparacion de la disponibilidad de estas
fuentes de Zn segun estudios de Underwood y Suttle (1999), fue: ZnSO4> Zn
Metionina> ZnO> Zn lisina.

Las necesidades minimas sugeridas para ovejas gestantes y lactantes es la misma que
para los machos, 20-30 ppm (Ungerfeld, 1998).

La dosificacion sugerida en carneros para evitar carencia es 33 mg por kilo de materia
seca. Niveles dietéticos de Zn en exceso de 500 ppm son necesarios para afectar en
forma adversa la productividad en rumiantes (McDowell y Arthington, 2005).

En produccion animal se aplican técnicas sobre el proceso reproductivo, manejandolo
de acuerdo a objetivos de produccion. Fundamentalmente, se emplea para multiplicar
las caracteristicas productivas deseables de reproductores de alto valor genético
(Gibbon y Cueto, 1995).

El progreso genético es ampliamente favorecido con el uso de inseminacion artificial
(IA) en virtud que la descendencia por macho en un afio depende del niamero de
servicios efectivos. Mientras mediante monta natural puede obtenerse 50-100 servicios
por afio, mediante la IA cervical con semen fresco diluido puede llegar a 1000 servicios
en 3 semanas de trabajo (Ungerfeld, 2002b).

En planteles la IA es un instrumento invalorable, ya que permite el registro inequivoco
del servicio, asi como el uso de carneros de referencia indispensables en los programas
de seleccion. Esto se ve favorecido ademés con el uso de la preservacion de semen,
aumentando el impacto en las majadas distantes, o, en el caso de semen congelado, el
impacto a lo largo del tiempo dentro de la misma majada (Ungerfeld, 2002b).

Los espermatozoides de carnero son sensibles a cambios de temperatura durante el
proceso de congelacion y descongelacion, el dafo resultante es un efecto combinado
de diversos factores, entre ellos la calidad espermatica del eyaculado (Fernandez
Abella, 2008). La capacidad para sobrevivir a la criopreservacion es una medida
exquisitamente sensible a la aptitud reproductora, ya que los espermatozoides de
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algunos donantes no sobreviven a la criopreservacion aunque todos sus atributos
funcionales y morfologicos sean aparentemente normales (Howard y Pace, 1998).

La inseminacion artificial (IA) con semen congelado, permite la posibilidad de usar
carneros genéticamente superiores, y dado que estos dejan mas descendencia que las
hembras, se hace hincapié en la seleccion de estos carneros (Evans y Maxwell, 1990).

El carnero para poder utilizarlo en tecnologias reproductivas es necesario que se
encuentre en oOptimas condiciones fisioloégicas, morfolégicas y sanitarias. Para ello es
necesario una previa revisacion y clasificacion segun una correcta evaluacion de aptitud
reproductiva de los mismos. Un relevamiento nacional de un alto nimero de carneros
de campo de diferentes razas, utilizados en majadas comerciales, evidencié que el
24,4%, no eran reproductivamente aptos. La utilizacion de altos porcentajes de machos
(3 a 4%) en la encarnerada, enmascara este problema, al competir carneros fértiles con
otros no aptos para la reproduccion (Bonino, 2000). Se recomienda que al menos 60
dias previos a la encarnerada o inseminacion artificial se evallen los carneros, y que se
seleccionen los potencialmente aptos para reproduccion (Montossi, 2011).

Entre las ventajas del uso de semen congelado se encuentran, el uso de un mismo
reproductor en el tiempo incluso después de muerto, mayor cantidad de dosis que se
pueden congelar en comparacion con el uso directo del carnero; transporte de semen a
grandes distancias incorporando “sangre nueva”, sin trasladar animales (Evans y
Maxwell, 1990; Milczewski y col., 2000; Wulster y col., 2004). A esto se agrega que en
machos de razas muy estacionales, donde la calidad de semen decae, cuando se
encuentra fuera de la época de servicios, la IA con semen congelado es una alternativa
para la produccién de corderos fuera de estacién (Ungerfeld, 2002b).

La inseminacion artificial también presenta como ventaja, la posibilidad de usar semen
de carneros que por alguna razon no pueden realizar la monta, ya sea por lesiones o
por edad, pero que tienen suficiente valor genético como para su conservacion y
utilizacién por inseminacion artificial (Evans y Maxwell, 1990; Milczewski y col., 2000).

Los reportes internacionales muestran la relevancia del Zn en ovinos, en machos y
hembras, pero a nivel nacional es escasa la informacion existente de la utilizacion de
la suplementacion con Zn en ovinos lo cual amerita la investigacion de su utilizacion.

Por lo anteriormente planteado, en este trabajo se investigd el efecto de la
suplementacién con Zn de carneros Merino Australiano, en la calidad espermética y en
la fertilidad, utilizando semen fresco y congelado-descongelado de carneros con y sin
suplementacién, en un programa de |IA cervical e intrauterina respectivamente.

REVISION BIBLIOGRAFICA:

Generalidades de la reproduccién ovina:
Ciclo estral:
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El ciclo estral de la oveja tiene una duracién promedio de 17 + 3 dias y se divide en una
fase lutea y una fase folicular (Ungerfeld, 2002a).

La reproduccién sigue un patrén poliéstrico estacional, existe una alternancia entre los
periodos de anestro y de actividad sexual. Comienza a reproducirse cuando las horas
de luz disminuyen, por lo tanto se las considera de dia corto (Ungerfeld, 2002a).

Existe una coordinacion entre 4 Organos: cerebro, hipofisis, ovarios y utero,
comunicados a través de hormonas, principalmente hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH), hormona luteinizante (LH), hormona foliculoestimulante (FSH),
estradiol, inhibina, progesterona y prostaglandina F 2 alfa (PGF2alfa). Existen otras
hormonas como prolactina y andrégenos que también participan en la regulacion del
ciclo (Ungerfeld, 2002a).

La fase folicular comienza con la lutedlisis y termina en la ovulacién, dura entre 3y 4
dias, mientras que la fase luteal dura 14 dias, se caracteriza por la maduracion del
cuerpo luteo y niveles elevados de progesterona secretados por éste (Gibbons y Cueto,
1995).

El celo o estro es el periodo fértil durante el cual la hembra acepta la monta por parte
del macho, en la raza ovina tiene una duracion de 22 horas. La caida de progesterona
determina que se produzca una retroalimentacion positiva entre la GnRH y la LH por un
lado y por otro los estrégenos. Los estrégenos determinan que se produzca
rapidamente un nuevo pulso de LH, que inducira un nuevo incremento de estrégenos.
Ademas el estrégeno incrementa la sensibilidad de la hipofisis al GnRH y se produce
una descarga masiva de LH. El pico de LH desencadena el proceso ovulatorio y
ademas luteiniza el foliculo. Los signos del estro vienen como resultado de las
concentraciones elevadas de estrégeno circulante (Ungerfeld, 2002a).

Los niveles altos de progesterona causan un retrocontrol negativo sobre la frecuencia
de pulsos de LH, inhiben la pulsatilidad de LH. La progesterona inhibe la secrecion
uterina de PFG2alfa, por lo tanto determina el momento en que se produce la lutedlisis.
Alrededor del dia 12 del ciclo comienza la lutedlisis, muerte progresiva de las células
luteales acompafiada de la caida de los niveles de progesterona, secretandose la
hormona luteolitica PFG2 alfa en forma pulsatil por el Gtero (Ungerfeld, 2002a).

Aparato reproductor del carnero

El aparato reproductor del macho consiste en varios 6rganos individuales que actlan de
manera coordinada para producir espermatozoides y depositarlos en el tracto
reproductor femenino. Este mecanismo implica al sistema neuroendocrino (hipotalamo y
adeno hipdfisis) y al genital (Cunningham y Klein, 2009).
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Organos del aparato reproductor masculino

Este aparato estad constituido por un par de gbénadas, los testiculos, encargados de
producir gametos (espermatozoides) y hormonas; un par de conductos gonadales,
constituido cada uno por un epididimo y un conducto deferente (ductus deferens) que
conduce a la uretra los productos exocrinos de los testiculos, conjunto de glandulas
accesorias que se encargan de aumentar el volumen del semen; la uretra masculina,
que va desde la vejiga al extremo del pene y se encarga del pasaje de orina y semen; el
pene, 6rgano copulativo masculino que deposita el semen en el tracto reproductor de
la hembra; y adaptaciones cutaneas, escroto y prepucio, desarrolladas en relacion con
los testiculos y el pene (Dyce y col., 1991).

Testiculos

Los testiculos o génadas cumplen el doble rol: produccion de espermatozoides y
secrecion de hormonas (andrégenos), estas son responsables de la espermatogénesis,
de la manifestacion de los caracteres sexuales secundarios y del comportamiento
sexual o libido del carnero. Para que la espermatogénesis se desarrolle normalmente,
es necesario que la temperatura testicular sea 4 — 5 °C inferior a la rectal (39 °C),
(Fernandez Abella, 2003). En consecuencia, aunque los testiculos se desarrollan dentro
del abdomen, con posterioridad migran y descienden por los canales inguinales para
situarse dentro del escroto (Dyce y col., 1991). El descenso se completa en el momento
del nacimiento. Posteriormente el desarrollo acompariia el crecimiento del animal (r =
0,80), no obstante cuando alcanzan el tamafio adulto las variaciones son debidas a
factores ambientales, variando los pesos testiculares entre 100 y 350 g por testiculo
(Fernandez Abella, 2003). Los testiculos son unos 6rganos elipsoideos sélidos cuyo
volumen no guarda una proporcion fija con el tamafio corporal, en su eje mayor vertical.
Ubicados debajo de la parte caudal del abdomen (Dyce y col., 1991). Cada uno esta
protegido por una tlnica externa resistente, fibrosa de color blanco llamada albuginea.
De esta Ultima parten trabéculas musculares que llegan al interior de la gdénada
subdividiendo el parénquima en Iébulos, asi mismo convergen en el centro formando el
cuerpo de Highmore o mediastino el cual es mas importante en el polo distal que en el
proximal. ElI parénquima interior de estos lobulos, esta constituido por numerosos
tubulos seminiferos muy contorneados y un tejido intersticial que secreta las hormonas
masculinas. Los tubulos seminiferos terminan a nivel del cuerpo de Highmore en
canaliculos que se unen para formar el rete-testis o red testicular que cumple el rol de
canal colector. A nivel del polo proximal del testiculo, los tubos del rete-testis atraviesan
la albuginea para comunicarse con el epididimo por medio de una red de 12 a 15
canales eferentes. Cada testiculo contiene 7.000 metros de tubos seminiferos
(Fernandez Abella, 2003).
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La pared de los tubulos seminiferos esta constituida por una membrana basal y por un
epitelio germinal pluriestratificado productor de espermatozoos. En dicho epitelio
encontramos las células germinales en sus distintos estados de diferenciacion y las
células de Sertoli que cumplen entre otras funciones la de regular y coordinar la
formacion vy liberaciéon de espermatozoides. Entre los tubulos se encuentra un tejido
conectivo laxo que contiene vasos sanguineos, linfaticos y nervios, y células
intersticiales o de Leydig, principales secretoras de testosterona (Fernandez Abella,
2003).

Epididimo

Los epididimos son 6rganos alargados y contorneados adheridos al borde posterior de
cada testiculo. Cada epididimo contiene un canal o conducto muy replegado que
alcanza una longitud de aproximadamente de 50 metros. Puede dividirse en tres partes:
cabeza, cuerpo y cola. La cabeza es una estructura plana en forma de U, se inserta con
firmeza en la cipsula testicular. Recibe los conductillos eferentes que inmediatamente o
luego de cierto arrollamiento se unen para formar el conducto epididimario, mas ancho.
El cuerpo es una larga cuerda de dificil palpacion pues se confunde con la coyuntura
del escroto. La cola se inserta firmemente en el testiculo por medio de un ligamento y
también en la capa parietal del saco peritoneal envolvente mediante el ligamento de la
cola del epididimo. Por ultimo la cola se afina y el conducto emerge para continuar
como conducto deferente (Dyce y col., 1991; Fernandez Abella, 2003).

El epididimo cumple varias funciones, entre ellas:

Transporte espermatico. Los espermatozoos se movilizan hacia el canal deferente y la
uretra. El transporte se ve facilitado por la presion intra testicular, el movimiento de las
cilias existentes en los canales eferentes, los movimientos peristalticos del canal del
epididimo y por las secreciones de liquido desde los tubulos seminiferos y de la red
testicular. La duracién del transito por el epididimo es variable siendo en promedio unos
14 dias (Fernandez Abella, 2003).

Maduracién espermética. Durante el pasaje por el epididimo los espermatozoos sufren
modificaciones morfoldgicas y fisioldégicas que los capacita para fecundar. No obstante,
deben sufrir otros procesos en el aparato reproductor femenino para poder penetrar en
el ovulo (Fernandez Abella, 2003).

Sobrevivencia y almacenamiento espermatico. Si bien en pocos dias los
espermatozoides pueden atravesar el epididimo, también pueden sobrevivir alli durante
varias semanas. El epididimo sirve de almacenamiento espermatico, principalmente la
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cola donde se encuentran 100 — 200 x 10 © de espermatozoides que representan el
70% del contenido total a nivel del epididimo. Estos niveles descienden durante el
periodo de apareamiento o servicios, en niveles de 40-60 x 10 @, (Fernandez Abella,
2003).

Conducto deferente

El conducto deferente es ondulado en el sitio donde emerge pero luego se endereza
gradualmente al seqguirlo hacia el abdomen. Su calibre es pequefio (2mm), sigue un
trayecto flexuoso replegdndose en la salida del epididimo y enderezandose para formar
junto con los vasos y nervios el corddn espermatico. Los constituyentes del cordén se
mantienen unidos en su recorrido dentro del canal inguinal, pero se dispersan en el
anillo vaginal. Posteriormente los canales deferentes entran a la cavidad abdominal
ubicandose paralelamente, pasan por sobre la vejiga. Su porcion terminal presenta un
agrandamiento fusiforme: la ampolla. Siendo cubiertos posteriormente por las vesiculas
seminales (Dyce y col., 199; Fernandez Abella, 2003).

Tdnica vaginal y cordén espermatico

El proceso peritoneal (tinica vaginal) que envuelve al testiculo es una evaginacion del
revestimiento del abdomen a través del canal inguinal (Dyce y col., 1991).

El cordon espermatico consiste en su mayor parte en la arteria y las venas testiculares.

Escroto

La piel escrotal esta adherida a una fuerte capa fibromuscular (tunica dartos) que
también se extienden como tabique entre los compartimentos que alojan a los testiculos
por separado. Por dentro del dartos hay una fascia (espermatica) que puede resolverse
en varias capas que concordarian con las capas de la pared abdominal. La capa mas
predominante es la fascia espermatica externa. La densa fascia esperméatica que
sostiene a la tunica vaginal también rodea al cremaster, rienda de muasculo que entra en
el corddn luego de desprenderse del margen caudal del masculo oblicuo interno del
abdomen. El escroto, junto con el musculo cremaster y el plexo pampiniforme, juegan
un rol importante en la termorregulacion (Dyce y col., 1991).

Glandulas anexas

El juego completo comprende las glandulas ampollares, vesiculares, prostata y bulbo
uretrales. Las glandulas anexas o0 accesorias vierten sus secreciones hacia la uretra en
el momento de la eyaculacion mezclandose con los espermatozoides y secreciones
localizadas en las ampollas (Dyce y col., 1991; Fernandez Abella, 2003).
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Glandulas ampollares

Se forman por incrementos del diametro de los canales deferentes. Estas presentan un
largo de 7-9 centimetros y un ancho de unos 0,6 centimetros, siendo sus paredes ricas
en glandulas tubulares. Las ampollares pasan luego por debajo del cuerpo de la
préstata terminando en la uretra, en el canaliculo terminal muy cerca de la salida de las
vesiculas seminales (Fernandez Abella, 2003).

Glandulas vesiculares

Son nudosas y de paredes gruesas, con una luz bastante estrecha y ramificada (Dyce y
col., 1991).

Son glandulas pares de unos 4 centimetros de longitud y unos 2 centimetros de ancho,
gue secretan un liquido opaco viscoso, rico en proteinas, sales de potasio, acido citrico
y fructosa, de color amarillento que puede llegar a constituir el 50% del volumen
(Fernandez Abella, 2003).

Prostata

Posee una estructura tubular ramificada. En el carnero es muy primitiva, siendo su
contribucion en el eyaculado muy pequefia (sales y enzimas), (Ferndndez Abella,
2003). Produce una proteina conjugada llamada antiaglutinina cefalica que previene la
aglutinacion de los espermatozoides (Garcia Sacristan y col.,, 1995). Tiene una
actividad buffer, al producir una secrecion alcalina para aumentar el pH del eyaculado.

Si bien en algunas especies las prostaglandinas del semen son compuestos originados
de la prostata, en el carnero su origen es principalmente en las vesiculas seminales
(Hafez, 1986).

Glandulas bulbo uretrales o de Cowper

En forma de avellana de pequefio tamafio (1,5 cm de largo por 1 cm de ancho)
producen un liquido viscoso claro de pH alcalino, que permite limpiar la uretra
(Fernandez Abella, 2003).

18



Pene

El pene esta situado debajo del tronco y se halla contenido en parte entre los muslos.
En reposo su extremo libre se halla oculto dentro de una invaginacion de la piel
abdominal, el prepucio (Dyce y col., 1991). Presenta una longitud de 40 centimetros
pudiendo dividirse en tres partes: la raiz, el cuerpo y el glande. Es de naturaleza
fibroelastica en el carnero. La raiz esta unida a la pelvis por dos ramas laterales que se
prolongan formando las bandas laterales del cuerpo del pene. Estas y una tercera
banda central se unen para formar el cuerpo cavernoso. La banda central llamada
también cuerpo esponjoso rodea la uretra. Los dos musculos retractores del pene, que
controlan la longitud de la salida del pene (aproximadamente 5 cm) mediante su accién
sobre la flexura sigmoidea estan insertos sobre las vértebras sacras. El glande es la
parte terminal del pene, donde desemboca la uretra a nivel del surco superficial ventral
del cuerpo cavernoso. La uretra presenta una prolongacion rizada de 3 a 4 centimetros
denominada proceso uretral o apéndice vermiforme. Este apéndice actia como latigo
impulsando el semen contra el cuello del Gtero. La ausencia por extirpacion no afecta la
fertilidad (Fernandez Abella, 2003).

Prepucio

El prepucio es una invaginacion de la piel de 10 a 12 centimetros de largo. Consta de
una capa parietal que se continta con el tequmento general a la entrada de la cavidad y
una capa visceral que esta aplicada directamente sobre la porcion distal del pene. Su
abertura esta controlada por un musculo estriado, que puede presentar Ulceras,
lesiones o infecciones (postitis) que dificulta o impiden la salida del pene (Dyce y col.,
1991; Ferndndez Abella, 2003).

Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso por el cual las espermatogonias se convierten en
espermatozoides.

Las espermatogonias son células aproximadamente semiesféricas, con una cara plana
gue esta en contacto con la membrana basal y una convexa en contacto con células de
Sertoli. Se encuentran en el compartimento basal del tdbulo seminifero (Ungerfeld,
2002a).

Por lo general la espermatogénesis se divide en tres procesos principales:
espermatocitogénesis, meiosis y espermiogénesis (Cunningham y Klein, 2009).

La espermatocitogénesis cumple con dos funciones importantes: la primera, la divisiéon
mitética de espermatogonias tipo A, produciendo espermatogonias que no entran al
ciclo del espermatozoide manteniendo la poblacién de células indiferenciadas. La
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segunda funcion es transformar las espermatogonias tipo A a tipo B, que mas tarde se
dividen por mitosis para producir espermatocitos primarios. Estos experimentan un
proceso de meiosis final para producir espermatozoides (Cunningham y Klein, 2009).

La meiosis es una divisién reduccional del material genético a partir de dos divisiones
celulares sucesivas, sin que haya replicacion del material genético entre ellas. A los
espermatocitos se les denomina primarios si estan en la primera divisién y secundarios
si estan en la segunda (Ungerfeld, 2002a).

Los espermatocitos primarios se diferencias de sus antecesores las espermatogonias
tipo B por su tamafio mas pequefio y contienen menor cantidad de heterocromatina
(Ungerfeld, 2002a).

Los espermatocitos secundarios pueden diferenciarse facilmente de los espermatocitos
primarios en base a su menor tamafo. Al final de la meiosis Il se obtienen células
haploides, las espermatidas redondas (Ungerfeld, 2002a).

La espermiogénesis es el proceso por el cual las espermétidas se transforman en
espermatozoides. No existe multiplicacién y el nUmero de espermatozoides depende de
la cantidad de espermatidas viables presentes. Estas se encuentran mas cerca de la luz
del tdbulo seminifero. Segun la etapa de diferenciacion que se encuentren se las
denomina esperméatidas redondas, alargadas y maduras (Ungerfeld, 2002a).

Durante la diferenciacion, la célula desarrolla un flagelo a partir del centriolo, forma el
acrosoma a partir del complejo de Golgi, condensa la cromatina nuclear, cambiando la
forma de su nucleo y disminuyendo su volumen, y pierde citoplasma, que es fagocitado
por la célula de Sertoli. La liberacion del espermatozoide a la luz del tibulo seminifero
por la célula de Sertoli se denomina espermiacion (Ungerfeld, 2002a).

Control hormonal de la espermatogénesis:

El hipotdlamo es un regulador de la actividad reproductiva mediante la sintesis de
GnRH, hormona de naturaleza peptidica, liberada a los vasos porta hipofisarios de
forma pulsatil, llega a la hipofisis para estimular la secrecion de las gonadotrofinas LH 'y
FSH (Ungerfeld, 2002a).

Cada pulso de GnRH determina la liberacion de otro pulso de LH, esta gonadotrofina es
totalmente dependiente de la pulsatilidad de la GnRH (Ungerfeld, 2002a).

La secrecion de FSH parece estar regulada por dos mecanismos como son un
componente de la secrecién basal o constitutiva y otro componente pulsatil y sujeto a
regulacion. Luego de cada pulso de GnRH aparece un pulso de FSH, pero ademas,
cada tanto aparecen pulsos de FSH que no son precedidos por ningun pulso de GnRH
(Ungerfeld, 2002a).
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La principal funcion de la célula de Leydig es la produccion de testosterona, la
produccion de esta hormona estd controlada por la LH, cuando la concentracién de
LH aumenta provoca un aumento de la testosteronemia. A su vez se inhibe la secrecion
de LH por un sistema de retroalimentacién negativa provocado por el aumento de la
testosterona, lo que provoca a su vez una disminucion en la sintesis de la misma
(Ungerfeld, 2002a).

Las concentraciones de testosterona altas en los tubulos seminiferos son necesarias
para un desarrollo normal de la espermatogénesis. Ademas, esta hormona tiene vital
importancia en la libido, la actividad secretoria de las glandulas anexas y las
caracteristicas sexuales secundarias (Ungerfeld, 2002a).

Las células de Sertoli que se encuentran presentes en el tubulo estan reguladas por la
FSH y testosterona. Existen evidencias que indican que la FSH estimula a la célula de
Sertoli a aromatizar la testosterona y producir estrégenos. Ademas, la FSH estimula la
produccion de proteina fijadora de andrégenos (ABP), que es secretada en los espacios
intercelulares del epitelio seminifero y en la luz de los tibulos seminiferos. La funcion
de esta proteina es probablemente mantener las altas concentraciones de andrégeno
que existen en los tubulos seminiferos (Ungerfeld, 2002a).

Existe ademas la produccion por la célula de Sertoli de una hormona proteica
denominada inhibina, esta tiene como efecto la supresion de la secrecion de FSH
probablemente actuando directamente sobre la hipofisis (Ungerfeld, 2002a).

La secrecion de LH es necesaria para que la espermatogénesis ocurra normalmente,
mientras que la FSH es necesaria para iniciar el proceso al comienzo de la pubertad,
luego parece no ser esencial para el mantenimiento de la misma. Sin embargo, si se
detiene por razones fisiolégicas o patoldgicas, la FSH resulta necesaria para iniciarla
(Ungerfeld, 2002a).

Morfologia del espermatozoide:

El espermatozoide es una célula haploide compuesta por dos estructuras, la cabeza y
la cola (Senger, 2003).

El ndcleo es oval y aplanado, se encuentra rodeado por una membrana nuclear. Los
dos tercios del nucleo estdn cubiertos por el acrosoma que contiene enzimas
hidroliticas que son necesarias para la penetracion del ovocito. Durante la fertilizacion el
acrosoma se somete a una exocitosis altamente especializada denominada reaccion
acrosomica que permite la liberacion de las enzimas capaces de penetrar la zona
peltcida (Senger, 2003).

La cola del espermatozoide es un flagelo con auto-alimentacion (Senger, 2003). El
flagelo puede ser dividido en cuatro regiones, cuello, media, principal y terminal. En el
centro de toda la extension del flagelo esta el axonema, formado por 9 pares de micro
tubulos radialmente organizados alrededor de dos filamentos centrales (Ungerfeld,
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2002a). La cabeza y la cola se conectan mediante el capitulum y las columnas
segmentadas (Ungerfeld, 2002a). La pieza media contiene las mitocondrias
helicoidalmente ordenadas en torno al axonema (Ungerfeld, 2002a). El annulus delimita
la unién entre la pieza media y la pieza principal. La pieza principal constituye la mayor
parte de la cola y continda casi hasta el final del flagelo donde le continda la pieza
terminal, la cual es corta y donde terminan los micro tubulos (Senger, 2003).

Las estructuras del espermatozoide se encuentran envueltas en una membrana
plasmatica altamente especializada (Ungerfeld, 2002a).

Factores que afectan la produccion de semen:

La raza es uno de los factores que puede intervenir en la produccion de semen. Se
asume generalmente que los carneros de razas carniceras presentan eyaculados mas
concentrados que los obtenidos en razas laneras. Esto es debido a un mayor tamafio
testicular de las razas carniceras. En Uruguay no se observan diferencias en tamafo
testicular entre las razas laneras presentes en el pais (Fernandez Abella, 2003).

Los carneros adultos presentan un mayor tamafo testicular que los borregos, lo que
determina una mayor produccién espermatica diaria. El semen de borrego presenta un
elevado porcentaje de formas anormales a diferencia del semen de carnero, asimismo
la cantidad de espermatozoides eyaculados desciende mas rapidamente en el borrego
a partir del segundo eyaculado. Por lo tanto, se asume que la edad es un factor
importante en la produccion de semen de buena calidad (Fernadndez Abella, 2003).

El fotoperiodo tiene influencia en la calidad del semen. El peso testicular de los ovinos
evoluciona en sentido inverso a la duracion de las horas luz. Las altas temperaturas
actian directamente sobre el testiculo, alterando la produccion, la maduracion y el
almacenamiento del semen. Todos los factores que incrementen la temperatura
corporal por encima de los valores normales ponen en riesgo el buen funcionamiento de
la espermatogénesis (Fernandez Abella, 2003).

El aumento del nimero de eyaculados por dia reduce el volumen y la concentracion
espermatica. Es importante tener en cuenta este concepto cuando se realiza
inseminacion artificial para no excederse en el nimero de colectas diarias (Fernandez
Abella, 2003).

Los cambios de alimentacion afectan mas rapidamente el volumen testicular que el
peso corporal. Los alimentos ricos en proteinas permiten incrementar aproximadamente
un 40% la produccién espermatica. Cambios bruscos en la alimentacion pueden
modificar la cantidad y calidad del semen y ademas la libido de los carneros. Las
deficiencias en minerales y vitaminas también estd demostrado que afecta la
produccion de semen de calidad (Fernandez Abella, 2003).
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Metodologia de inseminacion artificial:

La inseminacion artificial es un método de reproduccion en el que se obtiene el semen
del macho para introducirlo posteriormente en el sistema genital de la hembra. En este
sistema no existe contacto directo entre el macho y la hembra. Incrementa
notablemente el aprovechamiento de un reproductor, al permitir obtener un gran
namero de crias del mismo padre. Esto es posible debido a que mediante un adecuado
fraccionamiento del semen, se obtiene un ndmero importante de dosis por eyaculado
(Gibbons y Cueto, 1995; Elhordoy, 1998).

Obtencion de semen:

Dos métodos son usados para colectar el semen, la vagina artificial y el
electroeyaculador.

Obtencidn por vagina artificial

La vagina artificial es una imitacién de la vagina de la oveja que proporciona el estimulo
térmico (temperatura) y mecanico (presion). El carnero eyacula previo desviacion del
pene con la mano derecha que penetra en la vagina artificial. Para obtener semen de
mejor calidad se recomienda que el carnero no eyacule inmediatamente de montar, sino
dejarlo montar sin que eyacule para que aumente su libido (falsas montas), (Elhordoy,
1998; Fernandez Abella, 2015).

Una vez asegurada la oveja en el cepo, el operador se ubica en el lado derecho del
macho, de modo que su mano diestra sujete la vagina con el extremo abierto frente al
prepucio en un angulo de 45° con respecto al piso. Cuando el macho monta, el pene se
desvia lateralmente para ser enfrentado a la vagina artificial. Al observar “un golpe” del
animal hacia arriba y hacia adelante indica que la eyaculacién a ocurrido (Gibbons y
Cueto, 1995).

Obtencién por electroeyaculacion

Resulta Gtil cuando hay carneros a los cuales no se puede o no se quiere efectuar la
recoleccion mediante vagina artificial. Es importante la aplicacién de este método en
animales con impotencia coeundi, cualquiera sea su causa, Siempre que no sean
hereditarias (Bonadonna, 1989).

Mediante el empleo de un electrodo bipolar a través del recto, se realizan descargas
eléctricas (6 a 12 voltios y una cantidad aproximada de 100 a150 miliamperios) con una
duracion de 6 a 8 segundos cada una y un descanso de 15 a 20 (Ungerfeld, 2002b). Se
obtiene un eyaculado de mayor volumen, por estimulacion de las glandulas accesorias
(Fernandez Abella, 2015).
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Evaluacién del semen

Luego de la recoleccion, es importante que en todo momento, el semen se mantenga
protegido de los cambios bruscos de temperatura, contacto con el agua y metales,
radiacion solar directa, e impurezas. Por lo tanto todo el material que entre en contacto
con el eyaculado debera ser vidrio o plastico estéril y seco. Y a la misma temperatura
del semen (Gibbons y Cueto, 1995).

Evaluacién macroscopica

La evaluaciéon no determina el grado de fertilidad, simplemente nos indica el estado de
la muestra o eyaculado al momento de su coleccion (Elhordoy, 1998). Ademas provee
informacion imprescindible para su uso en inseminacion artificial. Los parametros a
evaluar son:

-Color

El color del semen se observa en primer término, debiendo el mismo ser blanco-lechoso
o cremoso palido, segun la concentracion de espermatozoides, Tabla 1, (Fernandez
Abella, 2003). El color rojizo indica presencia de sangre, asi como los colores grises o0
marrones indican contaminacion o infeccion, debiéndose en estos casos desechar el
eyaculado o proceder a la revisacién del macho (Gibbons y Cueto, 1995). La presencia
de particulas, puede provenir del polvo del ambiente o de la suciedad de la lana
entorno al prepucio (Ungerfeld, 2002b).
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Tabla 1. Determinacién de la concentracidbn espermatica a través del color del
eyaculado.

TONALIDAD MILLONES /mL
Crema muy oscuro 4 000
Crema oscuro 2 800
Crema 2000
Crema claro 1600
Lechoso 1000
Lechoso claro 500
Nublado 100
Claro Insignificante

Fuente: Fernandez Abella y Villegas 1992, modificado Fernandez Abella 2002.

-Volumen

Se determina usando una copa o tubo recolector graduado, lo cual permite la
determinacién del volumen en el mismo momento de la colecta. La excitacidén previa del
carnero, su estado sanitario y nutricional, la edad, la época del afio (maximo en otofio),
la habilidad del recolector y el numero de eyaculados por dia, influyen en este
parametro, (Fernandez Abella, 2015). El volumen esperado oscila entre 0.5y 2.0 mL o
0.5y 0.7 mL en animales maduros y jévenes respectivamente (Hafez, 1996; Ungerfeld,
2002b).
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-Olor

El semen debe de ser inodoro, si presenta olor, puede ser causado por infeccion o
contaminacion por orina (Fernandez Abella, 2015).

-Movilidad en masa

Se observa a simple vista como ondas o torbellinos de color mas intenso. Depende de
la concentracién, de la motilidad individual y del porcentaje de células vivas. Asi, ondas
espesas y vigorosas indican una concentracion alta y una buena motilidad; ondas
livianas y muy rapidas sugieren menor concentracion (Ungerfeld, 2002b).

La movilidad se estima por el vigor del movimiento de las ondas en una escala subjetiva
entre 0 y 5 (0, minimo; 5, maximo), Tabla 2, para poder acceder a congelamiento de un
eyaculado, su motilidad masal debe de ser mayor que 3 (Gibbons y Cueto, 1995)

Tabla 2. Relacion entre la movilidad grupal (masal) y el porcentaje de espermatozoides
moviles del semen.

GRADO MOVILIDAD MASAL MOVILIDAD MASAL
(MACROSCOPICA) (MICROSCOPICA)

0 Sin corrientes Sin movimiento progresivo

1 Pocas corrientes 20% de movimiento progresivo

2 Muchas corrientes 40% de movimiento progresivo

3 Muchas corrientes moderadas 60% de movimiento progresivo

4 Muchas corrientes rapidas 80% de movimiento progresivo

5 Numerosas ondas d_e tipo tumultuoso rapidasy  Casi 100% de movimiento progresivo

vigorosas

Fuente: Fernandez Abella 2003.
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Evaluacién microscépica

-Motilidad
Se entiende por motilidad al desplazamiento del espermatozoide, el cual puede ser:

e Progresivo o rectilineo, cuando el espermatozoide se proyecta hacia delante.

eDe retroceso o zigzagueante, el avance sigue un recorrido vacilante con frecuentes
curvas, muchas veces se dirige hacia atrds por anormalidades de cola.

e Oscilatorio, el espermatozoide gira sin avanzar con movimientos reducidos hacia
ambos lados, este movimiento antecede a la inmovilizacion completa.

e Vibratorio, presenta simples movimientos vibratorios describiendo circulos (Fernandez
Abella, 2015).

Este parametro se determina en microscopio, preferiblemente con platina térmica que
mantenga la muestra a temperatura fisiologica de 35 a 37°C o mantener el semen en
estufa a dicho rango y calentar el porta objeto al momento de colocar la muestra en el
microscopio. Un movimiento progresivo o normal es el que determina una velocidad de
3 a 8 mm/ hora, la que permite al espermatozoide lograr llegar al 6vulo y fecundar, por
esto interesa que en el eyaculado se cuente con un alto numero de espermas con esta
movilidad (Fernandez Abella, 2015). Moule (1961) indica una alta correlacion entre
movilidad masal y movimiento progresivo.

-Concentracion

La concentracibn es el numero de espermatozoides por unidad de volumen,
generalmente se expresa en millones por mL. La concentracion normal de carneros
varia de 3.5 x 10° a 6.0 x 10° espermatozoides (spz) /mL, (Evansy Maxwell, 1990).

Su determinacion puede ser exacta o estimativa, la primera es fundamental para
realizar la dilucién de la muestra la cual se utilizara en IA. A su vez dicha determinacion
puede realizarse en forma manual en un hemocitometro (Neubauer, Thoma o Makler) o
en equipo automatizado (CASA), o en fotocolorimetro (Fernandez Abella, 2015).

La consistencia del semen es la relacion entre sus dos componentes: espermatozoides
y plasma seminal, muestras con alta consistencia contienen mayor numero de
espermas que las mas finas o acuosas. La observacion de la consistencia es una
forma rapida de estimar concentracion (Evans y Maxwell, 1990).

La determinacidon manual o automatizada en hemocitometro se basa en colocar la
muestra en camaras de volumen conocido y diluyendo la muestra en suero fisioldgico o
solucion de Harem. La forma de carga y conteo depende de cada hemocitometro y lo
realiza el operador o un sistema de captura de imagenes que procesa mediante un
software adecuado a la especie, (Evans y Maxwell, 1990; Ferndndez Abella, 2015).
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La determinacion de la concentracion en fotocolorimetro se basa en que el pasaje de
luz a través de la muestra es inversamente proporcional a la misma. El equipo debe ser
calibrado utizando muestras de diferentes concentraciones y 10 a 15 determinaciones
en hemocitometro y realizar una curva de calibracién para el mismo, (Evans y Maxwell,
1990; Fernandez Abella, 2015).

Es un parametro sumamente importante ya que junto con el volumen del eyaculado
determinan la cantidad de dosis inseminantes obtenidas por muestra de semen y por lo
tanto el nimero de hembras a inseminar (Evans y Maxwell, 1990).

-Morfologia

El examen morfoldgico del semen es una prueba de control de calidad, cada eyaculado
contiene una serie de espermatozoides anormales, pero si la proporcion de éstos es
muy alta entonces nos encontramos ante un semen de baja fertilidad (Evans y
Maxwell, 1990). Muestras de semen, que presenten mas del 20% formas anormales
deberian descartarse, aunque esto dependera del tipo de anormalidades
predominantes ya que las de flagelo correlacionan menos con la fertilidad del semen,
(Fernandez Abella, 2015).

Pruebas bioquimicas

Reduccion del azul de metileno o prueba deshidrogenante: se basa en que los
espermatozoides consumen la fructosa (azucar del semen) transformandola en acido
lactico. Posteriormente este produce anhidrido carbonico, agua vy libera hidrégeno. A
mayor actividad de los espermatozoides (mayor cantidad de vivos, menos formas
anormales) mayor liberacién de hidrégeno, el cual reacciona con el azul de metileno
gue cambia de color. La prueba consiste en medir el tiempo que tarda la mezcla en virar
del color azul al blanco, Tabla 3, (Fernandez Abella, 2003).

Tabla 3. Calidad del semen segun la prueba del azul de metileno.

TIEMPOS (MINUTOS) CALIDAD DE SEMEN
0-1 Excelente
1-2 Muy buena
2-3 Bueno
3-5 Regular (muy dudoso)
Mas de 5 Malo

Fuente: Fernandez Abella, 1995.
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Conservacion del semen fresco, enfriado v refrigerado

El uso de semen fresco en IA permite incrementar facilmente el nimero de hembras
inseminadas por cada eyaculacion obtenida, manteniendo al mismo tiempo una elevada
tasa de concepcién (Ungerfeld, 2002b). EI mismo debe utilizarse lo mas rapidamente
posible, manteniéndolo a temperatura ambiente siempre que no sea menor a 20° C o
superior a 30° C, en un periodo méximo de 2 horas pos obtencion (Fernandez Abella,
2003). Para un almacenamiento de 8 a 12 horas debemos recurrir a la dilucion del
mismo, conservandolo entre 10 y 15° C (Fernandez Abella, 2003). El semen refrigerado,
podra conservarse por el transcurso de 24 horas a 5° C (Gibbons y Cueto, 1995). El
agregado de un diluyente permite aumentar el volumen de cada dosis y reducir el
namero de espermatozoides por dosis. Los diluyentes para semen fresco, enfriado o
refrigerado pueden ser sintéticos en base a tris o citrato, glucosa o fructosa y yema de
huevo, o naturales en base a leche descremada en polvo (Gibbons y Cueto, 1995).
Cuando se va a inseminar inmediatamente se puede utilizar leche larga vida (U.H.T) sin
necesidad de bafio maria y el agregado de antibiético (Fernandez Abella, 2003).

Conservacion de semen congelado

La aplicacion de programas de IA esta profundamente asociada al desarrollo de
técnicas de preservacion de semen. De este modo la IA se ha visto impulsada con el
desarrollo de dichas técnicas, particularmente la congelacién de semen, preservacion a
largo plazo (Ungerfeld, 2002b).

Al criopreservar semen se deben mantener requerimientos y propiedades de los
espermatozoides:

-Metabolismo para la produccién de energia para mantener sus funciones.

-Mantener viables las proteinas necesarias para la supervivencia en el aparato reproductor
femenino y para la adhesién al ovocito en la fertilizacion.

-Enzimas acrosomales necesarias para la penetracion del ovocito.
-Capacidad de movimientos progresivos (Palacios, 1994).

“Shock térmico” es el término que describe la respuesta de estrés con que responde el
espermatozoide a una disminucién de temperatura. El dafio espermatico que resulta de
un choque térmico va a depender no solo de la baja de temperatura sino también de la
velocidad con que esta ocurra. Se ha establecido que cada tipo celular posee una
velocidad optima de congelacion que garantiza su supervivencia luego de la
criopreservacion, si la velocidad de congelacion es demasiado rapida o demasiado
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lenta el estrés producido por el proceso de criopreservacion aumenta (Stornelli y col.,
2005).

Estd comprobado que al reducir la temperatura por debajo de los 20°C el
espermatozoide comienza a presentar cambios biofisicos, principalmente en la
membrana plasmatica, pero no es sino cuando se somete a temperaturas entre los 0°C
y los -20°C, o hasta los -60°C, que el espermatozoide sufre efectos de
descompensacion ionica y de liquidos suficientemente graves para causar un shock
térmico. Esto se puede detectar al microscopio por la presencia de espermatozoides
con la cola doblada, con pérdida de motilidad por la disminucion de energia, o
realizando movimientos en circulo, lo cual se debe al aumento de la permeabilidad de la
membrana plasmética y a la salida de iones y moléculas (Palacios, 1994).
En términos generales, los dafios que sufre el espermatozoide durante los procesos de
criopreservacion son principalmente fisico-quimicos; debido al estrés osmdético que
sufre la célula al deshidratarse, la distorsibn de la membrana y a la formacion de
cristales de hielo (Palacios, 1994).

El llevar una célula al estado de congelacién implica dos etapas:

1) pasaje de temperatura corporal a temperaturas ligeramente superiores a su punto de
congelacion (0-4° C).

2) Pasaje de esta temperatura hasta diferentes temperaturas por debajo de 0°C.

En la primera el agua intracelular pasa de un estado liquido a uno “tipo gel” (viscoso)
llamandose a este proceso cambio de fase. Este cambio interrumpiria la actividad
enzimatica y con ello el metabolismo produciendo dafios que pueden ser o no
reversibles. Este proceso de alteracion se inicia a temperaturas de 12-13° C en semen
puro y de 20 a 25° C en semen diluido.

El cambio de fase trae como consecuencia un aumento de la viscosidad del liquido de
las membranas. La membrana celular ve alterado su “estado de estabilidad” al disminuir
la temperatura, debiendo adquirir otro nuevo estado en cada temperatura. De no existir
tiempo para la readaptacion por ser muy rapida la velocidad de enfriamiento, la
estabilidad de la membrana sera inferior, agravandose esto en las temperaturas mas
bajas.

En un espermatozoide sin proteccidén se formara hielo intra y extracelular si se enfria a
temperaturas bajo cero. El hielo crece sin control formando grandes cristales de hielo
intracelular que acaban destruyendo la célula. El dafio se produce por dos mecanismos:
por la accion de “arado” que ejerce el hielo en crecimiento y por el dafio osmaético que
causa la acumulacion de sales y otros solutos que se originan al irse fijjando las
moléculas de agua a los nucleos de hielo (Ortega, 2008). Estos cristales de agua pura
se comienzan a formar por debajo de -5°C, y por el mismo fenGmeno de cristalizacion
todos los solutos quedan separados del cristal, aumentando asi la concentracién de
sales en la porcion de agua que aun no se congela (agua pre-congelada). El término
pre congelamiento define al momento umbral antes de que una célula o su ambiente
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sea congelado (Palacios, 1994). Este fendmeno lleva a un aumento en la presion
osmatica, y al ser el agua dentro del espermatozoide més lenta en formar cristales que
el agua fuera de este, ocurre una salida de agua al medio extracelular por gradiente
osmaético, a través de la membrana plasmética. Como resultado de esto el
espermatozoide se deshidrata. La proporcion de agua cristalizada como hielo y por lo
tanto la presibn osmoética de la solucion restante depende de: la temperatura, la
velocidad de descenso de la misma y el volumen de la fraccién no congelada (Stornelli
y col.,, 2005). Por tanto las condiciones hipertébnicas a las que sometemos al
espermatozoide durante la congelacién originan una pérdida osmoética de agua que
dependera de la curva de congelacion.

Por otro lado, el proceso de congelacion da lugar también a cambios de fase en la
membrana celular y pueden alterar receptores de membrana y/u otras proteinas
interfiriendo en su capacidad de reconocimiento, de transporte de agua e iones a travées
de los canales o poros de membrana (Ortega, 2008). Cuando los espermatozoides
estan alterados, los iones Na+ y Ca++ que entran a las células esperméticas son
retirados por medio de transporte activo. A 5°C la permeabilidad al Ca++ crece
significativamente, superando la capacidad de eliminacion de los iones por medio de las
bombas de Ca ++. Asi, el Ca++ se acumula en el espermatozoide alcanzando niveles
toxicos (Palma, 2001). Este dafio se manifiesta en una disminucion de la motilidad
espermatica, y posiblemente afectando la morfologia del acrosoma. Se postula que el
acrosoma sufre mas con estas alteraciones, una pérdida mayor de capacidad
fecundante de la que seria esperada por la reduccion de la motilidad (Palma, 2001).

La cristalizacion o formacion de hielo intracelular origina problemas mecénicos,
determinando que el contenido celular se expanda dafando las estructuras celulares y
provocando la muerte del espermatozoide.

La deshidratacion se produce por consecuencia del congelamiento del medio
extracelular, lo cual por diferencia de presiones induce la salida del agua celular. Esto
lleva a un aumento de electrolitos variando el equilibrio de los mismos, con descenso
del pH lo que contribuye a la precipitacion de las proteinas celulares. Se produce la
desnaturalizacion de las proteinas protoplasméaticas al desdoblarse los puentes
disulfuros que al descongelarse el semen son destruidos. Los dafios mas importantes
son a nivel de las proteinas citoplasméticas, sobre todo las del acrosoma y lesiones
secundarias a nivel de las fibrillas de la pieza media por acumulacion de calcio.
La velocidad de enfriamiento en la congelacion y descongelaciéon es de fundamental
importancia en la magnitud de los dafios. Si la congelacién es lenta, provoca un mayor
periodo de accion de las altas concentraciones de sales intracelulares, favoreciendo la
deshidratacion. La congelacion muy rapida determina la pérdida de permeabilidad de la
membrana celular en breve lapso, incrementando la cristalizacion intracelular. Para
prevenir parcialmente los dafios producidos en los espermatozoide en el congelamiento
se utiliza una combinacion de factores, control de la velocidad de congelamiento, uso
de diluyente de semen adecuado y agregado de agentes crioprotectores (permeantes y
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no permeantes), (Salamon y Maxwell, 2000). Los crioprotectores permeantes son
sustancias que por su bajo peso molecular pueden atravesar la membrana plasmatica,
donde tienen la funcion de evitar la formacion intracelular de cristales de hielo, asi como
evitar la excesiva deshidratacion causada por la congelacion lenta (Medeiros y col.,
2002). Entre los mas utilizados esta el glicerol y el etilenglicol, siendo el primero el que
ha mostrado mejores resultados en estudios de criopreservacion de semen ovino en
relacion a la motilidad progresiva post-descongelamiento (Salamon y Maxwell, 2000).
Por otro lado, los crioprotectores no permeantes son sustancias que por su alto peso
molecular resultan utiles cuando se aplican velocidades rapidas de congelacion, ya que
la accion crioprotectora esta asociada con su actividad deshidratante y su interaccion
especifica con la membrana fosfolipidica (Aisen y col., 2000). Estos suelen usarse en
asociacion con los agentes crioprotectores permeantes. Los crioprotectores no
permeantes mas utilizados para la congelacion de semen de diferentes especies son la
sacarosa y lactosa, (Molinia y col., 1994b; Aisen y col., 2000). EIl glicerol se une a
moléculas de agua y provoca un descenso del punto de congelamiento aumentando la
viscosidad (propiedad coligativa), lo cual retarda la formacion de hielo (prolongando la
fase liquida) y la rapida concentracién de solutos, reduce la deshidratacion debido a la
formacién de puentes de H entre el agua y el glicerol. Tiene accidén crioprotectora
especialmente en la fase de cristalizacion (-12 a -15° C), suele presentar un efecto
negativo sobre la membrana del acrosoma, por ello se utiliza en bajos porcentajes. A
mayores temperaturas penetra mas rapidamente en la célula. Por ello segun el
momento de aplicacion (30°C o 4°C) variara el porcentaje utilizado y la velocidad de
congelacion. Las congelaciones rapida han dado mejores resultados que las lentas,
particularmente entre -15 a -50°C por situarse en ese intervalo las mayores lesiones del
espermatozoide. Aproximadamente a los cincuenta grados bajo cero (fase liquido
ausente) se terminan los perjuicios debidos a la presion osmoética. Agregando yema de
huevo junto con el glicerol reducimos el efecto negativos sobre la membrana del
acrosoma (Fernandez Abella, 2003).

Se puede congelar el semen con equipos automaticos de congelacion, que permiten la
programaciéon de la curva de descenso de temperatura. Si no se dispone de dichos
equipos se puede congelar colocando las dosis en vapores de nitrégeno liquido,
regulando la temperatura segun la distancia con el mismo, luego de unos minutos se
sumergen las pajuelas en el liquido y finalmente se almacenan en termos que
mantienen las muestras a -196 ° C (Ungerfeld, 2002b).

Métodos de inseminacién

Inseminacion vaginal o “a ciegas”

El semen se deposita en la cavidad vaginal requiriéndose gran cantidad de esperma
siendo el método utilizado en aquellos casos donde no es posible la introduccién de la
canula en el cérvix, se utilizan dosis dos o tres veces mayores para incrementar la
posibilidad de fecundacion (Fernandez Abella, 2003). Este método desvirtia uno de los
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principales fines de la IA o sea el uso mas eficiente del esperma eyaculado (Fernandez
Abella, 2015).

Inseminacion cervical

En los ovinos la inseminacion se realiza cervical superficial, depositando el semen en el
segmento mas proximo a la vagina. Esto se debe a la complejidad del cuello del Gtero
en la oveja, que permite solamente la introduccién de la canula hasta 0,5 a 1,0 cm. La
complejidad del cérvix de la oveja aumenta con la edad de la misma por pliegues que
se forman en la membrana de la mucosa de la pared vaginal. Estos, estan asociados a
traumas ocurridos durante el parto, lo cual hace que sea mas dificultoso encontrar el
orificio del cuello del Utero en ovejas adultas (Fernandez Abella, 2015).

La técnica del método cervical consiste en introducir el vaginoscopio con una mano,
localizando el cuello del utero, mientras que con la otra se introduce la pistola
dosificadora (multidosis) dentro del vaginoscopio y con ayuda del mismo se retira el
mucus exterior para facilitar la observacion del orificio. Una vez localizado el mismo, se
introduce la canula hasta hacer tope, y antes de depositar se retira unos milimetros
para facilitar la salida del esperma. Se retira el vaginoscopio unos centimetros para
evitar que el contacto del mismo sobre la pared de la vagina determine que el semen
fluya hacia esta, lograndose con esta operacion el plegamiento vaginal. Luego de
depositar la dosis de semen (100 millones) se retira la pistola y el vaginoscopio a la vez
(Evans y Maxwell, 1990). La dosis con semen fresco no debe ser menor a 60 millones
para no perder fertilidad (Fernandez Abella, 2015). Una vez obtenida la muestra se
puede estimar la concentracion utilizando Tabla 1, o se determina en hemocitémetro
manual o en equipo automatizado o en fotocolorimetro (Fernandez Abella, 2015). Si la
concentracion es muy elevada se debe diluir el semen para utilizar volimenes
adecuados, a menor volumen mayor error. Al diluir se debe tener cuidado de mantener
la dosis de espermatozoides totales. El volumen se regula con el nimero de rulos en la
pistola de inseminacién (Evans y Maxwell, 1990). El volumen de la dosis no debe ser
mayor a 0.06cc (6 rulos), cuando el mismo sea mayor se debe dividir la dosis en 2 0 3
pistolazos (Ferndndez Abella, 2015).

Si se utiliza la via cervical con semen congelado, se requieren dosis superiores a 120
millones teniendo en cuenta la pérdida de espermatozoides en el proceso de congelado
descongelado, lo que hace que no se utilice con frecuencia (Fernandez Abella, 2015).

Inseminacion intrauterina

El semen se introduce en el cuerpo del Utero, manteniéndose la capacidad fertilizante
por 18-35 horas utilizando menor cantidad de espermatozoides. De las tres posibles
técnicas, quirargica (laparotomia), intracervical y endoscopica (laparoscopia), ésta
Gltima es la mas utilizada, con la cual se alcanzan resultados iguales o superiores a los
obtenidos con el método cervical. Las técnicas intrauterinas utilizan 20 a 50 millones de
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espermas con semen fresco y 50 a 100 millones con semen congelado, lo cual significa
una enorme economia si comparamos con las cantidades necesarias por via cervical.
Tiene la desventaja del costo del equipo y la especializacion necesaria de la persona
que utiliza el laparoscopio (Fernandez Abella, 2015).

Sincronizacién del ciclo estral:

Los métodos de sincronizacion del ciclo estral constituyen una herramienta de gran
utilidad en los programas de inseminacion, ya que facilitan el manejo de los animales al
evitarse el encierre diario para la deteccion de celos naturales (Gibbons y col., 1993).

Se han utilizado distintas técnicas para la sincronizacién de celo en los pequefios
rumiantes. Una técnica de sincronizacion de celos efectiva debe inducir una respuesta
estral fértil y altamente sincronizada en un porcentaje importante de las hembras
tratadas Los métodos artificiales mas usados se basan en el uso de dispositivos
intravaginales con progestagenos y la utilizacion de prostaglandinas sintéticas
(Ungerfeld, 2002b).

Progestagenos:

La técnica se basa en la colocacion de pesarios intravaginales conteniendo
progesterona o0 alguna otra progestina durante varios dias, de forma de inhibir la
actividad del eje hipotalamo-hipofisario, retirAndolos en forma simultdnea. De esta
manera se levanta el mecanismo inhibidor en todas las hembras en forma simultanea,
sincronizandose el comienzo de la fase folicular, lo que concluira en estro y ovulacion
(Ungerfeld, 2002b). El dispositivo se coloca en la vagina de la hembra por 12-14 dias
(Gibbons y col., 1993).

Se aconseja la combinacion de los progestagenos con gonadotrofina coriénica equina
(PMSG). Se debe aplicar esta gonadotrofina por inyeccion intramuscular al momento de
retirar las esponjas, esto provoca un pico importante de estrégenos, induciendo la
apariciéon de un pico pre ovulatorio de LH y la ovulacion (Gibbons y col., 1993).

En primavera se administra GnRH 35 horas después de retirar las esponjas, método
clasico de sincronizacién de celos, el cual permite mejorar la fecundidad obtenida en
inseminacion artificial intrauterina (1AIU), (Fernandez Abella y col., 2003). La mayoria de
las ovejas presenta la ovulacién alrededor de las 60 horas post retiro de las esponjas
(Gibbons y col., 1993).

Microminerales y reproduccion:

Dentro de la gran cantidad de minerales que contiene el organismo solo 15 se han
demostrado esenciales para el ganado ovino (NRC, 1985), considerandose como
esenciales aquellos minerales que poseen actividad metabdlica (McDonald y col.,
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2002a). Se los puede dividir en macrominerales: calcio, fésforo, potasio, sodio, cloro,
magnesio y azufre; y en microminerales o elementos trazas: hierro, yodo, cobre,
cobalto, magnesio, zinc, molibdeno y selenio (Ammerman y Goodrich, 1983; NRC,
1985).

La informacion disponible en el pais sobre el contenido de minerales en las pasturas es
parcial y con una alta variabilidad de los valores publicados (Berretta 1998; Pigurina y
col., 1998; Ungerfeld, 1998; Piaggio y Uriarte, 2005). No obstante, los microelementos
como Zn, Se, |y Co, asociados a los balances vitaminicos, presentan un contenido
marginal en nuestras pasturas (Berretta 1998; Pigurina y col., 1998; Ungerfeld, 1998;
Piaggio y Uriarte, 2005).

El contenido de microelementos en el suelo y su disponibilidad para las plantas,
determinaran la concentracién sanguinea del mineral en animales a pastoreo.

Cuando se produce un aporte mineral inadecuado o en proporciones incorrectas la
funcién reproductiva es la mas afectada, lo que conlleva a su vez, una disminucion de la
productividad y de la rentabilidad de las explotaciones (Tedé y Casas, 2005).

Niveles de Zn en las pasturas y suelos

En general se asume que las leguminosas tienen mayores concentraciones que las
gramineas, y que a medida que las plantas maduran, decrece su contenido en Zn,
(Pechin, 1999). Segun Undergood (1981) revelaron que el contenido de Zn para las
leguminosas era entre 20 y 60 ppm y para las gramineas entre 10 a 30 ppm.

Estudios comparativos entre diferentes especies de pasturas naturales presentes en
Uruguay, realizados por el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA),
revelaron que aunque las diferencias no eran significativas las gramineas tienden a
tener un contenido de Zn ligeramente menor que las leguminosas y otras especies. Sin
embargo no encontraron diferencias entre especies de pasturas naturales estivales e
invernales en cuanto a su contenido de Zn. El contenido de Zn en pasturas naturales
uruguayas es de 24.2 ppm en la materia seca (MS), (Ungerfeld, 1998).

La evidencia existente indica que la concentracion de minerales en el forraje cambia
con el tipo de suelo y la contaminacién, con las practicas de fertilizacién, especies
forrajeras sembradas, la edad de la planta, la composicién botanica de la pradera, el
clima y época del afio; estos cambios evitan al animal satisfacer sus necesidades de
minerales durante todo el afio. Hay una variacion estacional, generalmente una
reduccion de la concentracion durante la primavera, en el contenido de Cu y Zn en las
plantas. La concentracion de Cu y Zn varia considerablemente entre las especies de
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plantas y también entre especies morfolégicamente similares que crecen en el mismo
suelo, (Ungerfeld, 1998).

Asimismo segun Pechin (1999), el rango 6ptimo de pH del suelo para la absorcion de
Zn por parte de las forrajeras esta entre 5 y 7. A medida que el pH del suelo se
incrementa, disminuye la disponibilidad del Zn para la planta.

Requerimientos de Zn por el animal

El Zn se presenta como cation divalente, no participa en las reacciones de oxidacion-
reduccion en los sistemas biologicos. Tiende a formar enlaces  coordinados
relativamente estables con ligandos electronegativos como el nitrdgeno, oxigeno y
azufre, brindando rigidez a los dominios estructurales de algunas proteinas Zn
dependientes y enzimas. Protege a los grupos sulfihidrilos de las proteinas de
membrana del dafio oxidativo. Presenta un rol fundamental en la sintesis de los acidos
nucleicos y de las proteinas, en la replicacién y la diferenciacién celular y en la
reproduccion (Pechin, 1999).

Segun NRC (1985), las necesidades minimas sugeridas para ovejas gestantes y
lactantes es la misma que para los machos, 20-30 ppm de Zn por dia, siendo los
requerimientos para el crecimiento, desarrollo y espermatogénesis testicular mayores
que los necesarios para el crecimiento corporal y el apetito (Pechin, 1999;
Ghasemzadeh- Hasankolai y col., 2012).

Deficiencia de Zn

El Zn es un componente esencial tanto para machos como para hembras, los efectos
significativos de la deficiencia en este mineral ocurren en casos marginales donde los
signos clinicos pueden no ser expresados (McDowell y Arlinton, 2005).

A medida que la deficiencia de Zn progresa, declina su concentracibn mas
marcadamente en pancreas, pelo y érganos sexuales, siendo los signos clinicos de la
misma: disminucion en el consumo de alimento, retardo o cesacion del crecimiento, piel
engrosada, escamosa y agrietada, pérdida de pelo y lana, fallas reproductivas en
machos y hembras, anormalidades esqueléticas, dificultad de reparacion de heridas,
entro otros (Pechin, 1999).

La deficiencia de Zn provoca atrofia puberal y bloquea el crecimiento testicular, lo que
induce la atrofia testicular (hipogonadismo). Esta deficiencia es también responsable del
desarrollo defectuoso de las caracteristicas sexuales secundarias, atrofia del epitelio
germinal, y la destruccion de la espermatogénesis, ademas de la disminucion de los
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recuentos de espermatozoides y de los niveles séricos de testosterona (Ghasemzadeh-
Hasankolai y col., 2012).

Zn vy la reproduccion

La concentracion de Zn es elevada en los érganos sexuales masculinos, como prostata
y testiculos, y en el espermatozoide, su relevancia en la reproduccion es innegable.
El Zn interviene no solo en el desarrollo anatomico, sino también en la funcién normal
de los drganos reproductivos masculinos, mejora la espermatogénesis con activa
participacion en la maduracion de espermatozoides y en la conservacion del epitelio
germinativo (Yunsang y Wanxi, 2011).

El Zn es un componente esencial tanto para machos como para hembras, los efectos
significativos de la deficiencia en este mineral ocurren en casos marginales donde los
signos clinicos pueden no ser expresados (McDowell y Arlington, 2005).

La deficiencia en Zn puede causar en el macho reduccion de la secrecién de
gonadotrofina hipofisaria y de andrégenos, retardo en el desarrollo de Organos
primarios y secundarios, y afectar la espermatogénesis, mientras que en la hembra se
observan fallas en la produccién y maduracion de ovocitos, en la ovulacion, retardo en
el inicio de la pubertad y anormalidades fetales (Martin y White, 1992; Forero, 2004;
McDowell y Arlington, 2005).

Zn y la espermatogénesis

El Zn mejora la espermatogénesis por participaciéon activa en la maduracion de los
espermatozoides y en la conservacion de los epitelios germinativos, (Yunsang y Wanxi,
2011). La produccién de semen requiere division celular extensa, dado que el Zn esta
involucrado ampliamente en la organizacion del ADN y el ARN, en la transcripcion del
ADN, en la expresion de receptores esteroideos y en la sintesis de proteinas, los
requerimientos de Zn son muy elevados en la espermatogénesis (Ghasemzadeh-
Hasankolai, 2012).

Mientras que las espermatidas maduran hasta convertirse en espermatozoides, la
concentracion de Zn en los testiculos aumenta, esto puede atribuirse a la mayor
actividad de las enzimas que contienen Zn, como lactato deshidrogenasa, en la vaina
mitocondrial de las células del esperma. De esta forma el Zn, a través de la actividad de
las enzimas, funcionaria como un regulador del metabolismo de los espermatozoides.
El Zn ayuda a estabilizar la cromatina y la membrana en el esperma, promueve la
formacion de flagelo y pieza intermedia normal y como consecuencia adecuada
motilidad de los espermatozoides (Cheah y Yang, 2011).
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Niveles séricos normales de Zn en rumiantes vy su determinacion

McDowell (1992), sostiene que en rumiantes, los valores de Zn plasmatico por debajo
de 0,6 pg/mL pueden considerarse deficientes, entre 0,6 y 0,8 como marginales y entre
0,8y 1,2 pg/mL como normales (citado en Pechin, 1999).

La muestra de sangre debe ser obtenida en lo posible de sangre venosa, y en un
momento estandarizado del dia (Agget y Favier 1993, citado en Pechin, 1999).

Determinaciéon de concentracioén de Zn en sangre

Espectrometria de absorcion atomica (AAS)

Los atomos libres producidos a partir de una muestra, en un atomizador (llama u horno
de grafito calentado eléctricamente) pueden absorber radiacién de su longitud de onda
especifica de resonancia generada por una fuente externa, por ejemplo un cétodo
hueco o una lampara de descarga sin electrodos. Si la luz de esta longitud de onda
especifica pasa a través del atomizador que contiene el vapor atdbmico del elemento,
parte de la luz sera absorbida, y el grado de absorcién sera proporcional a la densidad
de atomos en el paso de la luz.

Espectrometria de absorcion atomica de llama (FAAS)

Esta técnica utiliza como fuente de atomizacion la llama, la solucion de la muestra se
aspira via un nebulizador dentro de la llama aire/acetileno donde se evapora el solvente
y los sélidos remanentes se separan en atomos. La FAAS es la técnica mas utilizada
para el analisis de metales pesados, debido a su simplicidad y alto rendimiento de las
muestras (Kastenmayer, 1997).

Suplementacion con Zn

Absorcion y metabolismo

El intestino delgado es el principal sitio de absorcion de Zn siendo el duodeno el sitio
mas activo, aunque se ha acumulado informacién sobre el mecanismo de absorcion del
Zn existen detalles no dilucidados aun. La absorcion involucra la captura del Zn por la
mucosa intestinal lo cual se hace rapidamente y la lenta transferencia al torrente
sanguineo. Asimismo la secrecion pancreatica se asume como la principal fuente del Zn
endogeno fecal. Para todas las especies estudiadas un alto porcentaje del Zn excretado
del organismo se encuentra en las heces y muy poco en la orina (Miller, 1970).
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Formas de suplementar

La forma m&s comdn de suplementacién es: 6xido de Zn (ZnO), sulfato de Zn (ZnSO4)
grado alimentario, Zn metionina, Zn lisina. La comparacion de la disponibilidad de estas
fuentes de Zn segun estudios de Undergood y Suttle (1999), fue: ZnSO4> Zn
Metionina> ZnO> Zn lisina.

Existen varias formas de suplementar con Zn pero el método a elegir dependera de la
especie y de la forma de alimentacion de los animales a suplementar. La via oral es una
de las mas utilizadas, requiere repeticiones diarias lo que la hace inviable para el uso
en gran escala. Se han utilizado preparaciones con vidrio soluble como vehiculo para
prevencion y cura de deficiencias de Cu, Se y Co, el Zn también podria vehiculizarse de
esta forma, (Khandaker y Telfer, 1990).

Se puede mezclar los suplementos con la dieta completa o proveyéndolos en forma
separada, en bateas, en el caso de alimentacion pastoril (Pechin, 1999).
Otros dispositivos disponibles son los bolos ruminales que liberan Zn, los cuales
pueden utilizarse tanto para el tratamiento de la deficiencia de Zn en ovinos como para
el eczema facial (Khandaker y Telfer, 1990).

Bolos ruminales

Los bolos Time Capsule® liberan Zn a una velocidad controlada en el rumen, durante 6
semanas, tanto en corderos como ovejas. Los bolos para animales adultos contienen
72 g de 6xido de Zn vy liberan 28 mg Zn/ kg peso vivo por dia. No tienen partes
plasticas ni metdlicas y no dejan ningun residuo luego de finalizar la liberacion del Zn.
Estos dispositivos fueron utilizados en la suplementacién de ovinos lograndose buenos
resultados en el aumento de los niveles de Zn en sangre (Irabuena 2010, comunicacion
personal).

Toxicidad

El méaximo nivel tolerable fijado para ovinos por NRC (1980) es de 300 ppm. Los casos
de intoxicacion reportados provienen de contaminaciones industriales y errores muy
groseros de formulacion (Pechin, 1999).

HIPOTESIS

La suplementacion con Zn en carneros Merino Australiano podria mejorar la produccién
de espermatozoides, la capacidad de fertilizacion e incrementar la congelabilidad del
semen.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la suplementacion con Zn en carneros Merino Australiano,
pastoreando sobre campo natural de basalto, sobre la calidad espermética y fertilidad
de semen fresco y congelado de carneros merino australiano.

Obijetivos Especificos

Comparar los parametros del semen fresco (volumen, concentracion, motilidad masal) y
determinar calidad espermatica de muestras de semen congeladas-descongeladas, de
carneros con y sin suplementacion de Zn.

Determinar estadisticamente si se observan variaciones en el porcentaje de prefiez en
las ovejas inseminadas via cervical con semen fresco de carneros con y sin
suplementacién de Zn.

Determinar estadisticamente si se observa variaciones en el porcentaje de prefiez en
las ovejas inseminadas via intrauterina con semen congelado-descongelado, de
carneros con y sin suplementacion de Zn.

METODOLOGIA

Animales y tratamientos

Localizacién del ensayo

El trabajo de campo se desarrollé en un establecimiento ganadero, tipicamente ovejero
de la region Norte del Uruguay, ubicado sobre la ruta nacional N°4, a 120 Km de la
ciudad de Salto. Correspondiendo al paraje “Paso del Sauce”, perteneciendo al
departamento de Salto.

Los suelos predominantes del predio pertenecen a la unidad de Cuchilla de Haedo
Paso de los Toros presentandose principalmente Litosoles Subéutricos, a veces
Eutricos, segun la carta de suelos a escala 1:1.000.000 (D.S.F).

El mismo tiene un indice CONEAT promedio de 42, con suelos del grupo 1.10b en un
4% (anexo, suelos CONEAT). Los suelos son de uso netamente pastoril (MGAP —
PRENADER, 2015)

El ensayo se llevd a cabo en el periodo agosto 2013-marzo 2014.
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Trabajo de campo

Manejo sobre los carneros:

El dia 28 de agosto de 2013 a un grupo de 30 carneros de raza Merino Australiano se
le realiz6 un estudio de aptitud reproductiva (medida de circunferencia escrotal,
condicion corporal, edad), extraccion y determinacion de la calidad del semen, (pruebas
macro y microscopicas, color, volumen, movilidad masal y concentracion
respectivamente). Se seleccionaron 12 animales para el ensayo, cada uno identificados
mediante caravanas numeradas.

Se formaron dos grupos, con 6 carneros cada uno, grupo tratado y grupo control,
homogéneos en cuanto a condicion corporal (entre 3,5y 4, Jefferies, 1961), edad (4y 6
dientes) y calidad espermatica.

Un grupo fue suplementado con Zn por Unica vez y el otro grupo se mantuvo sin
suplementar. La suplementacién se realiz6 colocando bolos ruminales de ZnO para
animales adultos, de 72 g, los cuales liberan 28 mg Zn/ kg peso vivo por dia. La
colocacién se llevdé a cabo de acuerdo al instructivo proporcionado por el fabricante
(The Time Capsule, AgResearch, New Zeeland).

Ambos grupos de carneros pastorearon en un mismo potrero de campo natural.

Al inicio del ensayo, previo a la colocacion de los bolos, todos los carneros
seleccionados fueron re evaluados como se describidé anteriormente.

A los 60 dias de la colocacién de los bolos se repitié dicha evaluacidén y se preparé un
pool con las muestras de semen de los animales de cada grupo que estaban en
condiciones de ser utilizados (Fernandez Abella, 2003), procediéndose posteriormente
a la congelacién de los mismos para ser utilizados en IAIU.

Para la IAC con semen fresco se utilizaron pooles de muestras de semen de los
carneros de cada grupo, con y sin suplementacion, obtenidos el dia 70 post aplicaciéon
de los bolos de Zn. Todas las muestras de semen fueron extraidas el mismo dia y
analizadas como se describié anteriormente. Las muestras que estaban en condiciones
de ser utilizadas fueron mezcladas para la obtencion de los pooles para cada grupo de
animales. Posteriormente se procedié a la inseminacion de las ovejas de cada lote
segun Fernandez Abella, (2003).

Se determind la condicién corporal segun la escala de Jefferies, 1961 y para medir la
circunferencia escrotal se utiliz6 una cinta métrica (exactitud £ 0,1cm), la edad se
estimo por la denticion.

A la totalidad de los carneros utilizados en este ensayo se realizd el conteo de huevos
por gramo de materia fecal (HPG) utilizando la técnica de Mc Master (Thienpont, 1986),
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para estimar la carga parasitaria de nematodos gastrointestinales en dos
oportunidades, dia 0 y 60.

El manejo realizado contra parasitos gastrointestinales fue la dosificacion al inicio del
ensayo con 10mg/kg via oral de Closantel (Saguicid C-L 10%® Laboratorio Dispert,
Montevideo, Uruguay).

Manejo del semen y analisis del semen:

Una vez recolectado el semen se midi6 el volumen del eyaculado, la concentracion y la
motilidad de masa.

El volumen (mL) se determiné mediante una pipeta graduada.
La concentracion esperméatica minima se estimé mediante el color utilizando Tabla 1.

La motilidad masal e individual del eyaculado se determiné utilizando Tabla 2.

La concentracion espermatica (spz/ mL) se determindé a través del recuento de
espermatozoides en cdmara de Makler.

Para la IAC, el semen fresco una vez obtenido se mantuvo a 28°C durante todo el
procedimiento. La dosis inseminante fue de 80 millones de espermatozoides por oveja.

Para la inseminacion IAIU el semen se congel6 en pajuelas de 0,25 mL, colocando 60
millones de espermatozoides por pajuela, segun el método de Salamon (1976). Las
pajuelas fueron descongeladas en Bafio Maria a 39°C durante 40 segundos.

Se determiné la motilidad, masal e individual, en el semen pos descongelado, para ello
se realiz6 un pool con cinco pajuelas descongeladas de cada grupo de carneros, con 'y
sin suplementacion con Zn.

Inseminacion:

Para este ensayo se utilizé6 una majada comercial de la raza Merino Australiano (n=135),
pertenecientes al establecimiento “Paso del Sauce”, con una condicion corporal entre
2,75 y 3,15 (Jefferies, 1961) y de 4 a 6 dientes, se las dividi6 en cuatro grupos. Los
animales fueron servidos por inseminacion artificial.

El manejo contra parasitos gastrointestinales fue el mismo que se realiz6 sobre los
carneros. Todas las ovejas que se utilizaron en el ensayo pastoreaban el mismo potrero
de campo natural.
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El dia 6 de noviembre de 2013 que corresponde al dia 70 pos suplementacion de los
carneros con zinc, se realizé la inseminacion de la siguiente manera:

Cuatro grupos:

1) IAC a 35 ovejas, con la mezcla de semen fresco de los eyaculados de carneros
suplementados con Zn.

2) IAC a un grupo control de 35 ovejas, con la mezcla de semen fresco de los
eyaculados de carneros sin suplementar (testigo).

3) IAIU a 31 ovejas, con la mezcla de semen congelado-descongelado de los
eyaculados de carneros suplementados con Zn.

4) IAIU a 34 ovejas, con la mezcla de semen congelado-descongelado de los
eyaculados de carneros sin suplementar (testigo).

La inseminacion artificial con semen fresco se realiz6 segun Fernandez Abella, (2003),
el método usado fue cervical superficial, el cual consiste en depositar el semen en el
segmento del canal cervical mas proximo a la vagina. La inseminacion artificial
intrauterina con semen congelado-descongelado se realiz6 segun Fernandez Abella,
(1996)

Tabla 4. Cantidad de carneros y ovejas utilizadas por método de inseminacion y
tratamiento.

TRATAMIENTO CONTROL (n) SUPLEMENTADO (n)
CERVICAL 35 35
INTRAUTERINA 34 31
CARNEROS 6 6

A todas las ovejas se le aplicd el mismo protocolo de sincronizacion de celo utilizando
un dispositivo de silicona inerte intravaginal impregnado con 0,3 g de progesterona
natural de liberacién prolongada (DICO®, Laboratorio Syntex, Montevideo, Uruguay)
durante 11 dias. Dichos dispositivos fueron retirados de cada lote de ovejas desfasados
en el tiempo (24 horas). Este manejo facilita el trabajo de inseminacion de un niumero
alto de animales, pudiendo asi respetar el momento 6ptimo de inseminacion luego de
retirar los dispositivos intravaginales. En dicho momento se administraron 350 Ul de
PMSG o eCG (Gonadotrofina Coriénica Equina), (Novormon®, Laboratorio Syntex,
Montevideo, Uruguay) y 30 horas después se aplicaron 10 ug de GnRH (Fertiline®,
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Universal Lab., Montevideo, Uruguay). La inseminacion a tiempo fijo (IATF) se llevo a
cabo entre las 52 y 55 horas posteriores al retiro del dispositivo (Fernandez Abella, y
col., 2003). Todas las ovejas fueron inseminadas por el mismo operador.

El dia 35 pos inseminacion se determind fertiidad y carga fetal mediante
ultrasonografia, utilizando un ecografo WELL (WED 9618 UV), con sonda transrectal de
5.0 Mhz. A los 70 dias se repitid la ultrasonografia, para determinar pérdidas
embrionarias tempranas, en todos los animales de cada grupo.

Examen Reproductivo en carneros.
Extraccién de Sangre y Materia fecal.
Evaluacion de CC y denticion de la
majada. Administracion . -
Diagnostico
de GnRH -
de Gestacion.
Ecografias.
Extraccion de Sangre y
Materia fecal. 6/11/2013
| | | |
| | I g
-70 -13 -10 02 -1 5
— Retiro de Dispositivos y
Colocacion de administracion de PMSG
Dispositivos
Intravaginales. Extraccion de Semen e
Examen Reproductivo. Inseminacion  Artificial
Suplementacién de Extraccion y congelacion Semen Fresco y
Zinc (28/9/2013) de semen. Conaelado.

Figura 1. Cronologia de los trabajos de campo.
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Determinacién de Zn en sangre

El dia 28 de agosto de 2013 se le extrajo sangre por puncion en la vena yugular a cada
uno de los carneros, se utilizaron tubos sin anticoagulante, correctamente identificados
de acuerdo al nimero de caravana de los mismos.

Se determind concentracion de Zn en sangre por absorcion atomica (AA) en las
muestras obtenidas al momento de comenzar la suplementaciony 60 dias después.

Analisis de datos

Las variables analizadas fueron sobre concentracion de Zn, parametros del semen y
variables de prefiez a la ecografia.

Los parametros del semen fueron: concentracion (millones espermatozoides/ mL),
volumen (mL/ eyaculado), motilidad masal, motilidad a la descongelacion y a las dos
horas, fueron realizados intervalos de confianza del 95% para la media de
concentracion y volumen en la poblacion.

En el caso de las variables de prefiez, el modelo ajustado correspondioé al de un disefio
completamente aleatorio donde los tratamientos corresponden a un experimento
factorial 2x2. Un factor fue el método de inseminacion (cervical e intrauterina), siendo el
otro factor la suplementacion con Zn de los carneros (suplementados y control).

Los cuatro tratamientos comparados son: Fresco — IA cervical — Zn, y fresco — 1A
cervical — control; Congelado — IAIU - Zn, y Congelado — IAIU- control. Siendo los
efectos estimados: Métodos de inseminacion, suplementacion e interaccion entre
ambos.

Dado que la variable de respuesta estudiada es la proporcion de ovejas prefiadas en
cada tratamiento (con y sin Zn), y ya que estas proporciones se distribuyen en forma
binomial, fue ajustado un modelo lineal generalizado.

Se realizaron comparaciones de medias entre los tratamientos por el método de Tukey
con un nivel de significacion del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Animales

45



Tabla 5. Promedio de condicion corporal y de circunferencia escrotal para el grupo de
carneros tratados con Zn y control.

Tratamiento Condicion Corporal Circunferencia Escrotal
Control 3,7 30
Zn 3,6 31
p>0,05

Ambos parametros no variaron significativamente durante el periodo en que se realizé
el ensayo.

En el inicio del ensayo en el grupo de carneros no se observaron diferencias
significativas (p>0,05) entre las medias de los tratamientos con Zn y control para las
variables estudiadas: circunferencia escrotal y condicidén corporal.

Tabla 6. Promedio de condicién corporal para cada grupo de ovejas al momento de
inicio.

Tratamiento Condicion Corporal
IAC Control 2,89
IAC con Zn 2,91
IAIU Control 2,93
IAIU con Zn 2,87
p>0,05

Dentro del grupo de ovejas de cria no se encontraron diferencias significativas (p>0,05)
entre los tratamientos en cuanto a la condicion corporal al momento inicial.

Estos resultados dejan de lado diferencias en los resultados reproductivos causados
por el estado de los animales analizados por tratamiento y por grupo.
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Calidad seminal

Tabla 7. Movilidad masal a los 70 dias pos suplementacion.

Tratamiento Movilidad Masal
Zn 3,5+/-0,51
Control 3,5+/-0,55
p>0,05

Al inicio la movilidad masal promedio de cada grupo de carneros presentd valores
superiores a 3,5 y no mostré diferencias significativas (p>0,05) a los 70 dias pos
suplementacion.
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Figura 2. Volumen eyaculado promedio en cada grupo al momento 1y 2.

Al inicio del ensayo el volumen promedio en el grupo de animales a suplementar con Zn
y el grupo control fue 0.83 mL y 1.05 mL respectivamente, no observandose diferencias
significativas (p=0.3419). A los 70 dias pos suplementacion las medias del volumen
fueron en ambos grupos 1.25 mL y 0.70 mL, observandose por lo tanto diferencias
significativas (p=0.0116) a favor del grupo suplementado.
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Figura 3. Concentracion eyaculado promedio en cada grupo al momento 1y 2.

Al inicio del ensayo, previo a la aplicacién de los bolos de Zn, no hubo diferencias
significativas (p= 0,6328) en la concentracibn espermatica por eyaculado entre los
grupos, suplementado y control, la media fue de 4130 y 4250 millones (spz/ mL)
respectivamente. La evaluacion a los 60 dias pos aplicacion de los bolos, tampoco
mostré diferencia significativa (p= 0,3871), siendo la media 4280 y 4080 millones
spz/mL en el grupo suplementado y el control respectivamente.

49



120

100

80

60

N2 de dosis

40

20

Control 1 Suplementado 1 Control 2 Suplementado2

Figura 4. Cantidad de dosis por eyaculado promedio al momento 1y 2.

Si se utiliza como dosis inseminante 60 millones de espermatozoides (Fernandez
Abella, 2003), las medias de las dosis obtenidas, en el grupo suplementado y control,
fueron 57 y 74 respectivamente, no habiendo diferencias significativas entre ambas
(p=0,2638). A los 60 dias pos suplementacion si se observan diferencias significativas
en las medias entre ambos grupo siendo las mismas 89 y 48 respectivamente (p=
0,0066).

50



Tabla 8. Resultados de Zinc en sangre en el grupo de carneros control y suplementado
al momento 1y 2.

Tratamiento Momento 1 mg/mL Momento 2 mg/mL
Suplemento 0.87 1.18
Control 0.9 1.03
(p> 0,05)

Los resultados muestran que no existen diferencias significativas en las
concentraciones de Zn entre los carneros de ambos grupos al momento 1y 2.

Para Fernandez Abella y col. (1993), de los factores ambientales que afectan la calidad
y la cantidad de semen, la nutricibn es el Unico que lo hace permanentemente,
afectando el crecimiento testicular, y la calidad espermatica enmascarando y/o
reduciendo el efecto del fotoperiodo.

Teniendo en cuenta que las deficiencias en minerales y vitaminas afectan la produccion
de semen (Martin y col., 1990), asi como la importancia del Zn en la produccién y
maduracion de los espermatozoides y en la conservacién del epitelio germinativo
(Yunsang y Wanxi, 2011) en este trabajo se esperaba obtener un impacto positivo en
los parametros del semen en estudio mediante la suplementacién con Zn.

Oliveira y col., (2004), reportan trabajando en conejos, el aumento en la concentracion
de espermatozoides, medida en forma indirecta a través del espermatocrito, sin
cambios en el volumen. Mientras que Els-Marssy y col., (1994), Moce y col., (2000)
reportan un aumento de volumen en animales suplementados con Zn frente a los no
suplementados. Asimismo, Mason y col., (1982), trabajando con ratas, observaron
después de 90 dias de alimentacion con una dieta pobre en Zn, recuentos
sorprendentemente bajos de espermatozoides en dichos animales.

En nuestros resultados se puede ver un aumento significativo del volumen promedio por
eyaculado en el grupo suplementado y dado que la concentracion no muestra
diferencias significativas entre los grupos al inicio y a los 60 dias pos suplementacion,
para que este pardmetro se mantenga constante la produccién total de
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espermatozoides debe haber aumentado. Por lo tanto los resultados estarian de
acuerdo a la hipotesis de trabajo y la concordancia con los reportes antes mencionados
es parcial.

En nuestro ensayo no se obtuvieron diferencias significativas en la concentracion de Zn
en sangre al momento 1 y 2 entre ambos grupos de carneros, lo cual puede atribuirse
al manejo que el productor realiza en este establecimiento comercial. Todos los
carneros del ensayo recibieron suplemento mineral preparado por la firma Cooperativa
Agraria de Responsabilidad Limitada de Salto (CALSAL) de la ciudad de Salto cuya
composicion se describe en la tabla 8. Este manejo es realizado en el establecimiento a
partir del afio 2009, dicho suplemento se suministré ad libitum durante todo el afio, a
partir del retiro de los carneros de la majada en época de servicios (comunicacion
personal Ing. Agr. Alberto Bozzo).

Tabla 9. Composicion de “Sal Bozzo”.

Componente Concentracion (%)
Ca 11.47
P 6.80
NaCl 42.86
CuS0O4 0.29
CH4N20 (urea) 0.40
S 0.64
Se 0.003
Zn0O 0.10

Fuente: CALSAL, 2015.
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Asimismo, se reporta que la concentracion de Zn en sangre en mamiferos es 30 veces
menor a la concentracion alcanzada en testiculos, plasma seminal y en el propio
espermatozoide (Ali y col., 2007), por lo que el efecto positivo observado en la
produccion de espermatozoides en el grupo suplementado podria deberse a esto. Este
resultado es altamente beneficioso, ya que la suplementacion con Zn permitiria
inseminar al doble de animales por eyaculado, utilizando semen fresco o congelado.

Ecografias
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Control cervical Suplementado cervical

Figura 5. Resultados de ecografia en la inseminacién cervical con semen fresco para
ambos grupos.

Los resultados obtenidos en porcentajes de prefiez en IAC con el grupo control son
inferiores a los reportados por Gibbons y Cueto (2004), debe tenerse en cuenta que
dichos autores utilizan dosis inseminantes superiores, entre 100 y 150 millones,
obteniendo porcentajes de prefiez entre 60 y 80% con las mismas.
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Tabla 10. Efecto del zinc sobre la fertilidad, prolificidad y fecundidad en inseminacion
cervical con semen fresco.

Tratamiento Fertilidad (%) Prolificidad Fecundidad (%)
Suplementado 53 1,0 53
Control 53 1,0 53
p>0,05

Fertilidad: Cantidad de ovejas prefiadas o paridas/ Cantidad de ovejas encarneradas.
Prolificidad: Nimero de corderos nacidos vivos/ Ovejas paridas.

Fecundidad: Fertilidad x Prolificidad.

(Fernandez Abella, 2008).

Los resultados obtenidos en IAC de fertilidad, prolificidad y fecundidad no muestran
diferencias significativas (p=0,98) entre grupo control y suplementado con Zn.
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Figura 6. Resultados de ecografia de inseminacién intrauterina con semen congelado-
descongelado para ambos grupos.

Los resultados obtenidos en la IAIU en el grupo control son concordantes con los
reportados por Tervit y col (1994) citado en Fernandez Abella (2015) los que obtuvieron
fertilidad del 37,8 % utilizando esta metodologia. En nuestro pais los resultados con la
IAIU varian entre un 10 y un 75% de fertilidad, dicha variacion se debe a varios factores
entre ellos estado de la majada al momento de la IA, semen utilizado, método y
hormonas utilizadas para la sincronizacion, (Fernandez Abella, 2015).
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Tabla 11. Efecto del zinc sobre la fertilidad, prolificidad y fecundidad en la inseminacion
intrauterina con semen congelado.

Tratamiento Fertilidad (%) Prolificidad Fecundidad (%)
Suplementado 54 1,0 54
Control 39 1,0 39
p>0,05

Nuestros resultados no muestran diferencias significativas en los porcentajes de prefiez
alcanzados con la IAIU (p=0,177), entre ambos grupos, pero si se puede observar una
mejor capacidad de fertilizacion en los carneros suplementados con el semen
congelado- descongelado en este tratamiento.
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20%
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Control cervical Suplementado Control Suplementado
cervical Intrauterina Intrauterina

Figura 7. Resultados de ecografia para ambos tipos de inseminaciéon para grupo
control y suplementado.
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Existen reportes que muestran que el Zn en el plasma seminal estabiliza la membrana
plasmatica y la cromatina de los espermatozoides, protegiéndolos del deterioro
degenerativo y puede realizar un efecto regulatorio en el proceso de capacitacion y
reaccion acrosémica en el espermatozoide (Ali y col., 2007). Mientras que otros autores
en estudios in vitro reportan que el Zn agregado y el plasma seminal poseen efectos
inhibitorios sobre la capacitacién, reaccién acrosdmica, incluyendo la hiperactivacion y
unién-penetracion a la zona peldcida del espermatozoide (Liu y col., 2009). Las
motilidades promedios obtenidas post descongelacion a las 0 y 2 horas en el grupo
suplementado fueron 57% y 35% mientras que en el grupo control fueron 40 y 28%
respectivamente. Si bien no se pudo determinar si las diferencias son significativas ya
que se realiz6 la determinacion en un pool de 5 pajuelas de cada grupo si podemos ver
tendencias, lo que respalda los mejores resultados del grupo suplementado. Esto
concuerda con los trabajos antes mencionados que le atribuyen al Zn un rol protector y
regulatorio, ya que el proceso de congelado-descongelado causa dafos irreversibles
en la membrana plasmatica, lo que conlleva la muerte de un gran numero de
espermatozoides o en los supervivientes, cambios similares a los observados durante la
capacitacién espermatica, que provoca un acortamiento de su periodo de vida util.

Si observamos los porcentajes de prefiez para los grupos de ovejas inseminadas via
cervical e intrauterina con semen fresco y congelado-descongelado respectivamente,
de carneros suplementados con Zn, no encontramos diferencias significativas (p= 0,37)
entre ambos grupos. Esto concuerda con Fernandez Abella, (2015), quien sostiene que
la laparoscopia utilizando menores dosis inseminantes permite alcanzar resultados
iguales o superiores al método cervical.

COSTO BENEFICIO DE LA SUPLEMENTACON CON ZINC

Al comparar la fertilidad entre los tratamientos en el método de IA cervical no se
observan diferencias significativas, pero si es significativa la diferencia en el nimero de
dosis inseminantes obtenidas. Utilizando semen fresco, a una dosis inseminante segun
Fernandez Abella, (2003) 80 millones de spz/ mL, se obtuvieron 67 y 36 dosis en grupo
tratado y testigo respectivamente. Esto permitiria al utilizar programas de IATF
aumentar el nimero de ovejas inseminadas por eyaculado, disminuyendo asimismo el
namero de saltos por carnero, necesarios para inseminar la majada, lo cual repercute
en la obtencion de semen de mejor calidad.

Si hacemos la comparacion para semen congelado, utilizando dosis de 60 millones / mL
de spz (Fernandez Abella, 2003), el incremento fue de 48 a 89 dosis por eyaculado,
entre testigo y grupo tratado. Por lo tanto al igual que con el semen fresco se mantiene
el beneficio de inseminar mayor nimero de hembras.

Asimismo, se debe agregar la posibilidad de comercializar el semen congelado, lo cual
permite la difusion de material genético de interés, incrementando la rentabilidad.
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Nuestro ensayo concluyo con la realizacion de las ecografias diagndsticas de prefiez y
pérdidas embrionarias tempranas, por lo que no se determiné el nimero de corderos
destetados. Teniendo esto en cuenta y considerando que los grupos de animales
tratados y testigos en ambas metodologias se mantuvieron en idénticas condiciones
podemos asumir que las pérdidas en ellos serian las mismas. En base a esta hipotesis
podriamos obtener alrededor de un 15% mas de corderos en IAIU en el grupo
suplementado con Zn.

CONCLUSIONES

La suplementacion con Zn de carneros Merino Australiano, utilizando bolos ruminales,
promueve un aumento en la produccién total de espermatozoides, permitiendo
practicamente duplicar el nimero de animales inseminados por eyaculado, utilizando
semen fresco o congelado en IA cervical e IAIU respectivamente. Este efecto se
observa aun trabajando con carneros con concentraciones adecuadas de Zn en sangre,
como son los de nuestro ensayo. Esto amerita continuar estudiando este efecto en
carneros con carencial de Zn donde el efecto podria ser mas pronunciado.

La fertilidad en ovejas inseminadas por IAIU, con semen congelado de carneros del
grupo suplementado, fue superior a las inseminadas con semen del grupo control, pero
las diferencias no fueron significativas lo que podria atribuirse al bajo niamero de
animales. Tampoco se observo diferencias significativas en la misma entre los grupos
cuando se realizo IAC con semen fresco.

La tendencia observada de aumento de la fertilidad en el semen congelado del grupo
tratado con Zn, podria relacionarse con su capacidad estabilizadora de membranas que
favoreceria la congelabilidad del mismo.
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ANEXO

Suelos CONEAT del predio:

Descripcion y tipos de suelo para el establecimiento “Paso del Sauce”, sequn padrén
(MGAP-PRENADER, 2015).

DEPARTAMENTO | NRO. SECC. SUP.CATASTRAL | IND.
PADRON JUDICIAL (Has.) PROD.
Salto 430 07 967.3506 42

Porcentajes de Suelos CONEAT
Salto - 430

Grupo Indice Porc.

.1.10b 30 88.74
.12.12 149 7.14

B03.1 158 4.12

o°

o°

o°

www.prenader.gub.uy/coneat 0 =————————1.09km
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Descripcion de grupos de suelos CONEAT

1.10b: El relieve es de sierras con escarpas escalonadas y laderas de diseccion de
forma convexa; incluye pequeiios valles. Las pendientes modales son de 10 a mas de
12%.La rocosidad y/o pedregosidad varian de 20 a 30% pudiendo ser a veces de mas
de 30%.De 85 a 95% de la superficie de este grupo esta ocupada por suelos
superficiales y manchones sin suelo donde aflora la roca basaltica; el resto son suelos
de profundidad moderada. Los suelos dominantes son Litosoles Subeutricos (a veces
Eutricos) Melanicos, rodicos (Litosoles pardo rojizos).Tienen una profundidad de 30
cms., aunque normalmente son muy superficiales (menos de 10 cms.); son de textura
franco limosa a franco arcillosa, con gravillas de basalto en todo el perfil y bien
drenados.La fertilidad natural es de media (en los Subeutricos) a alta (en los Eutricos).
Estos suelos se encuentran en las posiciones mas fuertes del paisaje (sierras con
escarpas y laderas de diseccion de mas de 6% de pendientes).Como asociados,
ocupando pendientes menores, se encuentran Litosoles Eutricos Melanicos (Litosoles
negros) y Brunosoles Eutricos Tipicos moderadamente profundos (Praderas Negras y
Regosoles) y superficiales (Regosoles).Ocupando pequenos valles y zonas céncavas,
se encuentran Vertisoles Haplicos (Grumosoles) de profundidad moderada y
profundos. Los suelos son de uso pastoril. La vegetacién es de pradera invernal, de
tapiz bajo y ralo, a veces algo abierto (en suelos asociados) y cerrados en los valles.
Este grupo corresponde con la unidad Cuchilla de Haedo-Paso de los Toros de la
carta a escala 1:1.000.000 (D.S.F.).Se distribuye en toda la region basaltica,
pudiendose mencionar como zona tipica, sobre Ruta 26, en las inmediaciones de
Tambores.

12.12: Este grupo ocupa interfluvios ondulados de forma convexa, donde a veces la
rocosidad llega hasta 5%. Los suelos dominantes son Vertisoles Haplicos
(Grumosoles) y Brunosoles Eutricos Tipicos (Praderas Negras minimas). Como suelos
asociados, ocupando las pendientes mas fuertes se encuentran Vertisoles Haplicos
(Grumosoles), moderadamente  profundos, Brunosoles Eutricos  Tipicos,
moderadamente profundos (Praderas Negras superficiales) y superficiales
(Regosoles) y Litosoles Eutricos Melanicos (Litosoles negros a veces pardo rojizos).
El uso actual es pastoril agricola. En este grupo hay aéreas donde se puede
incentivar la agricultura, aunque los suelos presentan limitaciones. Se corresponde
con la unidad Itapebi - Tres Arboles de la carta a escala 1:1.000.000 (D.S.F).

B03.1: Esta unidad esta asociada a las grandes vias de drenaje de la regién basaltica.
Se trata de un sistema de planicies aluviales de pendiente de 0% donde se distinguen
dos tipos de terrenos, unos de forma general plana con vegetacion arbérea de galeria,
vecinos a las vias de drenaje y otros, también de forma general plana, vecinos a los
primeros, aunque frecuentemente con mesorrelieve. La rocosidad y pedregosidad son
practicamente nulas. Los suelos correspondientes al primer tipo de terreno (asociados
dentro del grupo) son aluviales, generalmente arcillo limosos, a veces franco limosos
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en todo el perfil, ricos en materia organica. Se trata de Fluvisoles Isotexturales
Melanicos. En el segundo tipo de terreno (dominantes dentro del grupo), los suelos
son profundos, de colores negros que se agrisan a los 50 cm y en ocasiones a los 200
cm., de texturas arcillo limosas, por lo general con transicién gradual a sedimentos
limosos. A veces presentan sobre el perfil material aloctono y actual (deposiciones
aluviales). Se trata de Vertisoles Haplicos paracuicos/aerico/no Hidromorficos
(Grumosoles). La vegetacion es de selva aluvial tipica y parque con pradera
predominantemente invernal y de tapiz denso, asociada a comunidades hidrofilas
uliginosas accesorias. Este grupo se corresponde con la unidad Arapey de la carta a
escala 1:1.000.000.
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