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1. INTRODUCCION

Las tendencias mundiales demuestran que las lanas finas
y superfinas, junto a otras TfTibras de 1lujo (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
preferencialmente en Europa y Asia, donde la expectativa es
que los precios tengan mejores valores a diadmetros cada vez
menores (Cardellino y Trifoglio, 2003).

Estas tendencias mundiales en el consumo de Tfibras
textiles han sido interpretadas por las industrias laneras
de Australia, Nueva Zelanda y Sudafrica como una necesidad
de incrementar la produccién mundial de Qlanas finas
(menores a 19 micras) (Montossi et al., 2003).

En Uruguay, sin embargo, la produccién de este tipo de
fibra era insignificante cuando se estableci6é la necesidad
de promover la misma a finales de la década de los 90,
representando esta realidad una posible limitante para el
crecimiento futuro del complejo agroindustrial lanero del
pais.

Entonces, la produccidéon de lana superfina de la raza
Merino surgié 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
et al.,2003). Pero gran parte de este avance en el mediano
y largo plazo esta definido por el mejoramiento genético de
dicha raza y para lograr esto uno de los factores a mejorar
es el nivel de fecundidad.

La mejora en la eficiencia reproductiva trae como
consecuencia un aumento en los iIngresos y un incremento en
el progreso genético (Fernandez Abella et al., 1995).

Este trabajo tiene como principal objetivo evaluar los
cambios en la fertilidad del semen de carneros de la raza



Merino Australiano a través de la administracién de
selenio.

Para lograr este objetivo se evaludé el efecto del
selenio sobre Jlas caracteristicas seminales (volumen,
movilidad masal y concentracidén espermatica), sobre Ila
fertilidad, la prolificidad y la fecundidad en ovejas de la
raza Merino Australiano, a las que se les practicé
inseminacion artificial (1.A cervical con semen fresco e
I.A Intrauterina con semen congelado).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 APARATO GENITAL DEL CARNERO

FIGURA No.1l. Anatomia del aparato reproductor del
carnero

#.

FUENTE: Loépez (2008).

Se distinguen en el carnero tres grupos de 6rganos:

-Los encargados de la formacion y almacenamiento de
espermatozoides (testiculos y epididimos);

-Las glandulas anexas o0 accesorias donde se secreta
gran parte del plasma seminal; y

-Los o6rganos de evacuacion (canales deferentes,
ampollas, pene) (Fernandez Abella 1993, Razmi et al. 2004).

En el carnero la formacién de espermatozoides en el
testiculo (espermatogénesis) es un proceso que dura
aproximadamente dos meses. Dicho proceso se produce a una
temperatura 4-5 °©C inferior a la corporal (39,5°C). No sdlo



la ubicacidon de los testiculos fuera del abdomen en la
bolsa testicular, permite una adecuada temperatura sino que
existen varios mecanismos que aseguran una eficiente
termorregulaciéon (Fernandez Abella 1993, 1996, Oatley et
al. 2005): vred capilar del escroto, tunica dartos
(movilidad testicular), plexo Venoso pampiniforme,
glandulas sudoriparas del escroto y lana escrotal.

ElI testiculo estd protegido por una tunica externa
resistente, fibrosa, de color blanco llamada albuginea. De
esta ultima parten trabéculas musculares que Illegan al
interior de la gb6nada subdividiendo el parénquima en
I6bulos.

El parénquima interno de estos I6bulos, de color
amarillento, estad constituido por numerosos tubulos
seminiferos muy contorneados y por un tejido intersticial
que secreta hormonas masculinas. Los tubulos seminiferos
estan muy apelotonados, terminando a nivel del cuerpo de
Highmore en un canaliculo derecho. Estos canaliculos 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 tdbulos del rete-testis atraviesan Ila
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 (Setchell 1984,
Ulker et al. 2005).

La pared de los tubulos seminiferos esta constituida
por una membrana basal y por un epitelio germinal pluri
estratificado 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 Ila
formacion y liberacidén de espermatozoides (Fernandez Abella
1993, Bielli et al., 2001, Johnson et al., 2008).

Entre 1los tubos seminiferos se encuentra el tejido
conjuntivo laxo que contiene vasos sanguineos, linfaticos y
nerviosos, y células intersticiales o0 de Leydig,
principales secretores de testosterona.



Al  salir del testiculo, los espermatozoides son
vertidos en un canal denominado epididimo.

El epididimo puede dividirse en tres partes: la cabeza,
el cuerpo y la cola (perilla). En el carnero por problemas
traumaticos (golpes) o por infecciones (Brucelosis,
Clamidiosis) se producen inflamaciones importantes de la
cola del epididimo con endurecimiento de sus paredes
(epididimitis).

En la cola del epididimo se encuentran 100-120 mil
millones de espermatozoides que representan un 70% del
total existente en el epididimo. Estas cantidades de
espermatozoides descienden durante el periodo de
inseminacion o servicio, a la mitad y en carneros muy
exigidos a niveles de un 10-20%. Esto es Tacil de
controlar, siendo conveniente palpar cada 10-15 dias ambas
colas de los carneros exigidos.

El epididimo cumple varias funciones, entre ellas:
transporte espermatico, maduracion espermatica,
sobrevivencia y almacenamiento espermatico.

El canal deferente conduce el esperma desde la cola del
epididimo hasta la uretra. ElI corte de un fragmento del
canal deferente a este nivel se denomina vasectomia vy
determina la infecundidad del macho (carnero vasectomizado
0 retarjo). La vasectomia provoca una epididimitis al
incrementarse la resorcion de espermatozoides en la cola
del epididimo por impedir su pasaje al exterior.

Las glandulas anexas 0 accesorias vierten sus
secreciones hacia la uretra en el momento de la eyaculacion
mezclandose con los espermatozoides Yy secreciones
localizadas en las ampollas. Estas son: las vesiculas
seminales, la préstata y las glandulas bulbouretrales o de
Cowper.

La produccion espermatica esta directamente relacionada
al desarrollo del testiculo. En promedio por gramo
testicular se producen 20 a 25 millones de espermatozoides
por dia. De este modo a mayor tamafio testicular mayor
produccién de semen.



Existen tres formas de medir el tamafo testicular: el
diametro, la circunferencia y el volumen. La que presenta
mayor correlacién (0,7-0,8) con el peso testicular vy
produccidon de esperma es el volumen testicular. El diametro
y circunferencia, si bien presentan una correlacion
positiva con la produccién de esperma, la magnitud de la
correlacion es menor (0,4-0,5) (Fernandez Abella 1993,
1996, Janett et al. 2001, Kasimanickam et al. 2007).

Para Fernandez Abella et al. (1990), no hubo relacion
entre el tamafio testicular y la produccién de esperma,
medido al mismo tiempo, ni entre el peso vivo y la
produccion de esperma.

2.2 EL SEMEN Y SUS COMPONENTES

ElI semen es el liquido generativo del macho ya que
contiene los gametos masculinos (espermatozoides), se
deposita en la vagina de la hembra durante la cépula o
puede recogerse por medios artificiales para su estudio,
almacenamiento y uso en inseminacion artificial (Evans y
Maxwell 1990, Lezama et al. 2002).

El semen esta constituido por dos partes:

- Las células espermaticas o espermatozoides
-El plasma seminal o espermatico (menstruo)

El' plasma seminal sirve de vehiculo para los
espermatozoides pero su mayor importancia radica en las
sustancias que posee, las cuales condicionan la actividad
de los mismos. EIl plasma es secretado por glandulas anexas.

Las vesiculas seminales secretan un [liquido opaco,
VvisScoso, rico en proteinas, sales de potasio, acido citrico
y fructosa, de color amarillento que puede llegar a ser mas
del 50% del eyaculado.

La préstata en el carnero tiene una pequeia
contribucién de sales y enzimas. En algunas especies la
prostata origina las prostaglandinas del semen, pero en el
carnero el origen de estas son las vesiculas seminales.



Las glandulas bulbouretrales producen un [liquido
viscoso, claro, de pH alcalino, que permite limpiar la
uretra (Fernandez Abella 1993, Marti et al. 2007, Marco-
Jiménez et al. 2008).

La relacion plasma seminal/espermatozoides es de 75/25,
pudiendo alcanzar valores de 95/5, cuando la recoleccidén se
realiza con electroeyaculador. El pH del semen tiene un
rango de variacion entre 6,3 y 6,8 (Fernandez Abella 1987,
Vicente y Viudes-de-Castro 2008).

Un espermatozoide (célula espermatica aislada) es una
célula altamente especializada. Cada célula espermatica
esta formada por dos partes principales: cabeza y cola. La
cabeza es plana y en su casi totalidad ocupada por el
nucleo, donde estan los cromosomas que son los responsables
de portar la informacidon genética paterna. La parte
anterior de 1la cabeza esta cubierta por una caperuza
especial, Illamada acrosoma, portadora de las enzimas
necesarias para el proceso de fertilizaciéon. La cola,
semejante a un flagelo, es el o6rgano locomotor de los
espermatozoides. EI movimiento de la cola es el responsable
de la propulsién de los espermatozoides en los liquidos, la
cola esta conectada a la cabeza por medio de un corto
cuello conocido como la region de implantacion. La cola
puede estar diferenciada en tres regiones: pileza media,
pieza principal y pieza terminal. Existe un nucleo axial
comun formado por una serie de elementos contractiles o
fibrillas. La contraccién y relajacion de estas fibrillas
determina el movimiento (Fernandez Abella, 1987, 2008).

2.3 ANALISIS DEL SEMEN

La importancia de realizar un analisis del semen antes
de ser procesado y/o utilizado, radica béasicamente en la
relacion que existe entre la calidad del mismo y su
fertilidad. El examen del semen es una medida indirecta de
su fertilidad (Azzarini y Ponzoni 1971, Zakrzewska et al.
2002).



2.3.1 Métodos de evaluaciodn

Se pueden clasificar en: a) Pruebas macroscopicas
b) Pruebas microscépicas
c) Pruebas bioldgicas
d) Pruebas bioquimicas

a) Pruebas macroscopicas:

Volumen: Varia entre 0,5 y 2 cc, dependiendo de la
excitacion previa, estado nutricional y sanitario, edad del
carnero, época del afo (maxima en otofio) y numero de
eyaculados diarios.

Color: Lo normal es blanco cremoso, variando segun la
concentracion espermatica. El color rosado determina la
presencia de sangre, el amarillo verdoso la presencia de
orina o pus y el amarillo amorronado (parduzco) Ila
presencia de gran proporcion de espermatozoides muertos.

Olor: El semen debe ser i1nodoro, de lo contrario puede
estar contaminado con orina o presentar una infecciodn
(Fernandez Abella 1987, Piperelis et al. 2008).

Movilidad en masa: Se observan ondas que son el
resultado de la concentracion espermatica, movilidad de los
espermatozoides y porcentaje de células espermaticas vivas.

pH: Puede ser medido con papel indicador. Deberia
evaluarse mensualmente, descartandose sémenes que no estén
en el rango normal (6,3-7,2) (Fernandez Abella 1993, 1996,
Piperelis et al. 2008).

b) Pruebas microscopicas:

Existen microscopios portatiles a pila que permiten
observar el movimiento y morfologia del esperma (Fernandez
Abella, 1993, 1996).

Es aconsejable mantener el semen a una temperatura de
35 a 37°C, a través de una estufa, calentar el porta objeto
o la platina del microscopio eléctricamente.



Movilidad: Se define como la cantidad de
espermatozoides con movimiento progresivo por cada 100
células observadas. El movimiento progresivo es cuando el
espermatozoide se proyecta hacia delante. Segun Elliot
(1979) define el movimiento normal de espermatozoide cuando
es recto y progresivo, al mismo tiempo que rota sobre su
eje longitudinal. EI movimiento progresivo normal es el que
determina que el espermatozoide avance y pueda Tfecundar.
Los rangos de movilidad observados por diferentes autores
varian entre un 60 a 90% (Sorensen 1980, Mara et al. 2005).

Concentracion: La evaluacion de la concentracion del
esperma es fundamental para realizar la dilucidén. Lo ldégico
seria obtener el dato real de la misma sin tener que
recurrir a su estimacioén a través del color.

Se define como el numero de espermatozoides por unidad
de volumen. Existen diferentes métodos para determinar la
concentracion: recuento por camara de Neubauer o Thoma, Yy
el fotocolorimetro.

Morfologia: Existe una correlaciéon elevada entre el
porcentaje de formas anormales y el poder fecundante. Un
eyaculado con un porcentaje de anormalidades mayor a 20%
debe eliminarse, aunque esto dependera del tipo de formas
anormales que 1Integren ese porcentaje, ya que las
anormalidades del flagelo estan menos relacionadas con la
fertilidad del semen (Fernandez Abella 1993, 1996).

A través de un frotis no solo evaluamos las formas
anormales, sino que también podemos estimar el porcentaje
de células espermaticas vivas.

El semen fresco se puede tefiir con tinta china o con
una solucion de eosina-nigrosina. Esta ualtima permite
observar también los espermatozoides muertos que se
colorean de rosado. Es necesario contar, dentro de varios
campos, un total de 150 células espermaticas para
determinar el porcentaje de vivos, asi como de anomalias
(Fernandez Abella 1993, 1996, Bag et al. 2004).
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c) Pruebas bioldégicas:

Porcentaje de prefiez: Evaluacion del semen a través de
su utilizacién en hembras fértiles. Este método a pesar de
ser el mas exacto, tiene la limitante del tiempo requerido
para obtener los resultados.

Resistencia del espermatozoide: La resistencia que
tengan los espermatozoides a la titulacién con acido, a la
solucion con cloruro de sodio o al choque térmico por frio,
se han propuestos como indicadores de calidad (Salisbury et
al. 1978, Pérez et al. 2002, Muifio et al. 2008).

Viabilidad: Se define como [la capacidad de |los
espermatozoides para ser moviles tras 1la incubacién a
temperaturas ambientales superiores a Qlas normales o
después de conservacion a temperaturas mas bajas. Las
diferencias en viabilidad del semen estan determinadas por
diferentes factores, como ser el contenido de fructosa
(exceso o déficit) o la capacidad tampon para impedir un
excesivo descenso en el pH (Salisbury et al. 1978, Pérez et
al. 2002, Muifio et al. 2008).

d) Pruebas bioquimicas:

Coeficiente respiratorio: Consiste en determinar el
consumo de oxigeno, careciendo de valor practico.

Indice de fructédlisis: Basado en la conversion de
fructosa en acido lactico.

Reduccion del azul de metileno: Se basa en que los
espermatozoides consumen la fructosa (azucar del semen)
transformandola en acido lactico. Este pasa Qluego a
anhidrido carbdénico y agua, liberando hidrégeno. Este
reacciona con el azul de metileno cambiando de color. La
prueba consiste en el tiempo que tarda la mezcla en virar
del azul al blanco.

Acidez: ElI pH del semen varia entre 6,5 y 6,8. Un pH
del semen de 7, indica baja fertilidad o concentracién, por
un elevado contenido de plasma seminal. A valores de pH
superiores a 7, el semen es infértil. El descenso del pH
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indica una buena Ffertilidad por actividad metabdlica
(Fernandez Abella 1993, 1996, Piperelis et al. 2008).

2.4 FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA PRODUCCION DE SEMEN

Se ha i1nformado que la produccion y la calidad del
semen de carneros se encuentran iInfluenciadas por el
fotoperiodo, la raza, la latitud geografica y |la
temperatura (Fiser et al., 1983).

También la nutricidén afecta marcadamente la producciodn
de semen. Cambios en la nutricidon en carneros adultos,
provocan altas respuestas en el tamafo testicular y por
ende en la tasa de produccidon de semen (Martin et al.,
1995).

Otras causas que reducen o anulan la fertilidad del
macho son: estados febriles ocasionados por enfermedades
infecciosas o miasis, defectos anatémicos (escroto pequefio)
o inflamatorios (orquitis, epididimitis) o defectos
congénitos.

2.4_.1 Raza

No existen diferencias en tamafio testicular entre
nuestras razas Qlaneras (Bonino Morlan et al. 1987,
Fernandez Abella y Villegas 1992b, Fernandez Abella et al.
1992, 1993).

2.4.2 Edad

Los carneros adultos presentan wuna mayor talla
testicular que los borregos, 1o que determina una mayor
produccion espermatica diaria. Durante el primer afo de
vida, el crecimiento testicular esta mas relacionado con el
peso vivo que con la edad. Por esto se puede mejorar la
produccién espermatica de los borregos de dos dientes
mejorando su peso vivo. En el carnero adulto (4 dientes o
mas) no existe relacion entre peso vivo y el tamafo
testicular.

Por otra parte existe una correlacion negativa (-0,6/-
0,7) entre las formas anormales y la fertilidad. Como el
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semen de borregos presenta un elevado porcentaje de formas
anormales su fertilidad es inferior respecto al carnero
(Fernandez Abella et al. 1992, 1993, Sanford y Dickson
2008).

2.4_.3 Fotoperiodo

En el carnero el peso testicular evoluciona en sentido
inverso a la duraciéon de horas de luz. Los cambios en el
peso testicular son consecuencia de Hla eficiencia del
proceso de espermatogénesis que afecta la cantidad de
espermatozoides liberados desde el testiculo hacia los
tubos seminiferos.

En nuestra latitud (30-35°) el efecto del fotoperiodo
en los machos, no seria tan importante trabajando con razas
de origen ecuatorial (Merino y cruzas de lana fina y media)
(Fernandez Abella 1992, Dominguez et al. 2008).

2.4.4 Temperatura

Las altas temperaturas (>32°C) actuan directamente
sobre el testiculo, alterando la produccién, la maduracién
y el almacenamiento del semen. Sin embargo el volumen de
los eyaculados y la libido de los carneros no se ven
mayormente modificados.

En nuestro pais, se observa poca incidencia de Ila
temperatura sobre Qla produccién espermatica, actuando
principalmente sobre la libido en primavera,
intensificandose sus efectos en diciembre, enero y
principios de febrero. Esto Ileva a pérdidas en la
fertilidad potencial (Fernandez Abella et al. 1992, 1993).

Por esto en las 1i1nseminaciones de verano se puede
observar infertilidad temporaria, especialmente cuando los
carneros pasan varios dias expuestos en potreros sin
sombra, a altas temperaturas con humedades relativas
elevadas (HR>60%) .

Por otro lado, la temperatura no tiene efecto sobre la
concentracion de fructosa y la libido de los carneros,
indicando que la secrecidén de testosterona no fue afectada
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(Cupps et al. 1980, Paulenz et al. 2002, Dominguez et al.
2008) .

2.4.5 Frecuencia de eyaculados

El aumento del numero de eyaculados por dia reduce el
volumen y [la concentracion espermatica, sin alterar el
porcentaje de espermas anormales (Chang 1945, Salamon 1962,
Colas 1983).

En los ensayos realizados en la EEFAS, se observa que
en nuestras razas laneras una frecuencia de 3 o0 mas
eyaculados por dia lleva a que los carneros recurran a sus
reservas extragonadales. Por este motivo es fundamental
que los machos comiencen los servicios con un buen volumen
testicular e Importantes reservas en el epididimo
(Fernandez Abella et al., 1993).

2.4.6 Alimentacion

En latitudes intermedias como el Uruguay Vy bajo
condiciones de cria a pastoreo, la evolucidon del tamafo
testicular acompana los cambios en el crecimiento de las
pasturas (Masters y Fels 1984, Fernandez Abella et al.
1993, Louvandini et al. 2008).

Los cambios nutricionales afectan mas rapidamente el
volumen testicular que el peso corporal, por esto un
suplemento proteico favorece la espermatogénesis en
moruecos (carnero padre) alimentados a nivel de
mantenimiento o submantenimiento (Setchell et al. 1965,
Branden et al. 1974, Lindsay 1976, Lindsay et al. 1976,
Oldham et al. 1978, Louvandini et al. 2008).

La subnutricidén severa reduce el aporte hormonal al
testiculo, decaen los niveles de testosterona, al reducirse
los pulsos de la LH y el carnero no soélo disminuye la
produccidén espermatica, sino que también pierde la libido
(Lindsay et al. 1984, Martin et al. 1990, Louvandini et al.
2008).

Los cambios drasticos del nivel de alimentacion se
observan 7-8 semanas después, por afectar los estadios de



14

la espermatogénesis a partir de la udltima divisioén
espermatogonial (Cameron et al., 1988).

Las deficiencias en minerales y vitaminas afectan la
produccion de semen. Alteraciones morfoldgicas Yy
reducciones en la concentracion espermatica se observan en
carneros alimentados con pasturas secas en periodos
prolongados ya que se agotan sus reservas corporales
después de 6-7 semanas (Sapsord 1951, Assis et al. 2008).

La nutricion aparece como el factor dominante en
controlar la actividad testicular y las respuestas a
cambios en la nutricidon pueden contrarrestar los efectos
del fotoperiodo (Martin et al., 1990).

En aquellos carneros con alto nivel de ingesta de
alimento, su peso vivo aumento un 32% y el volumen de
testiculo en un 67% durante el periodo de alimentacidén de 9
semanas. En los carneros cuyos testiculos aumentaron de
tamano, se pudo observar mediante la castracion una
proporcion de tubos seminiferos en relacién al volumen
testicular significativamente mayor gue en carneros con
menor nivel de ingesta de alimento (testiculos de menor
tamano). Estas grandes diferencias en el peso del
testiculo, se tradujo en grandes diferencias en la
produccidén de espermatozoides entre carneros alimentados
con diferentes niveles de ingesta de alimento (Lindsay et
al. 1978, Assis et al. 2008).

Ambos factores, la nutriciéon y el fotoperiodo actuan
sobre el mismo mecanismo: la frecuencia de pulsos de la
hormona LH (Martin et al., 1990).

2.5 MANEJO DEL SEMEN

2.5.1 Extraccion del semen

Los métodos de extraccion de semen se pueden dividir en
dos grandes grupos: métodos directos y métodos indirectos
(Fernandez Abella 1987, Marco et al. 2008).

ElI método de extraccion directa, consiste en hacer
servir la oveja por el carnero del cual se quiere obtener
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el semen, y una vez realizado el servicio se retira del
fondo de la vagina de la oveja por medio de una pipeta o
jeringa, el producto del evacuado. El volumen asi obtenido
es escaso y en condiciones higiénicas deficientes (Duran
del Campo, 1980), por lo que ha caido en desuso desde que
se desarrollaron otros métodos mas adecuados, como los
métodos indirectos (Azzarini, 1991).

Los métodos indirectos de extraccion de semen, vagina
artificial y electroeyaculador, son los mas usados
actualmente (Salisbury et al. 1978, Lépez 1987, Fernandez
Abella 1987, Azzarini 1991, Marco et al. 2008).

2.5.1.1 Vagina artificial

La vagina artificial tiende a imitar a la vagina de la
oveja en temperatura y humedad. El carnero eyacula previa
desviacién del pene con la mano de manera que penetre en la
vagina artificial. Existen diferentes modelos, pero en
general consta de dos tubos: uno externo (metal, caucho,
plastiducto, PVC) variable en longitud entre 15 y 25 cm. vy
un diametro de 6 a 9 cm.; y uno interno o camisa de goma
flexible de mayor longitud que el anterior, lo cual permite
doblar sus puntas determinando un espacio libre entre
ambos. Este a través de valvulas se llena de agua tibia y
aire. De esta manera se busca obtener una temperatura y
presion similares a las de la vagina de la hembra. En uno
de los extremos se adapta una copa de vidrio para la
recoleccion del semen. En el otro extremo se coloca un
lubricante (aceite mineral, vaselina neutra, etc.) de
manera de Tfacilitar la penetracion del pene (Fernandez
Abella 1987, Marco et al. 2008).

Este método ha dado excelentes resultados, siendo
sumamente econdémico y de facil manejo, teniendo ademas la
ventaja de poder recolectar el 100% del semen emitido, en
forma totalmente higiénica (Duran del Campo, 1980).

2.5.1.2 Electroeyaculador
Este método consiste en un electrodo bipolar que se

introduce en el recto unos 15 a 20 cm, haciendo pasar una
corriente de 6 a 12 voltios y un numero elevado de amperes.
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Son necesarios de dos a tres choques eléctricos para que se
produzca la eyaculacion.

No todos los carneros responden al electroeyaculador,
por eso no se recomienda aplicar mas de cinco o0 seis
choques de corriente.

El uso del electroeyaculador tiene como ventaja que el
carnero no necesita un acostumbramiento previo, como en el
caso de la vagina artificial. También permite obtener semen
de animales que no pueden montar por defectos Tfisicos no
hereditarios.

El volumen del eyaculado es mas elevado debido a una
mayor cantidad de [Iiquido seminal provenientes de las
glandulas accesorias. Existe la posibilidad de que el semen
tenga menor calidad por estar contaminado por orina.

Es un método a utilizar en casos especiales, ya que el
semen obtenido no solo se encuentra mas diluido sino que
presenta menor resistencia al choque térmico producido por
el descenso de 1la temperatura durante el proceso de
conservacion (Fernandez Abella 2008, Marco et al. 2005,
2008) .

2.5.2 Dilucion y conservacion del semen

Al aumentar las horas de conservacion el semen pierde
fertilidad, por ello para poder conservar el semen por
mayor tiempo y permitir su uso Yy transporte se debe
inevitablemente recurrir a la refrigeracion a 4-5 © C (24-
48 horas) o la congelacién (afios de conservacion)
(Fernandez Abella, 2008). En este ultimo caso, luego de
recolectado el semen se [lleva a bafio Marta a 30°C
aproximadamente, agregandole un diluyente segun el método
de congelacion. Se enfria paulatinamente con el agregado de
agua fria hasta 5°C, mediante el pasaje escalonado por
recipientes con diferente temperatura o utilizando cubitos
de hielo para que el agua se enfrie lentamente.

Posteriormente, en algunas técnicas de congelacidén se
agrega el diluyente a 5°C, en otras todo el diluyente se
agrega a 30°C y el semen se congela cuando ha alcanzado 4-6
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©C. Siempre se deben realizar periodos de equilibrio luego
del agregado del diluyente. Estos varian entre una a dos
horas (Fernandez Abella, 1995).

2.5.2.1 Crioprotectores

Gran cantidad de investigadores han estudiado los
efectos desfavorables de la congelacién y descongelacion
sobre la célula espermatica.

ElI Ilevar una célula al estado de congelacién implica
dos etapas:

1) Pasaje de temperatura corporal a temperatura
ligeramente superior a su punto de congelacién (0-4°C).

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

En la primera etapa el agua intracelular pasa de estado
Iiquido a uno de “tipo gel” (viscoso) Illamandose a este
proceso cambio de fase. Este cambio interrumpiria la
actividad enzimatica y con ello el metabolismo produciendo
dafios que pueda ser o0 no reversibles. Este proceso de
alteracidén se inicia a temperaturas de 12-13°C en semen
puro y entre 20 a 25°C en semen diluido (Alberio 1979,
Byrne et al. 2000).

El cambio de fase trae como consecuencia un
espesamiento de los lipidos de las membranas provocando una
contracciobn 'y en consecuencia un aumento de la
permeabilidad celular. La membrana celular ve alterado su
“estado de estabilidad” al disminuir 1la temperatura
debiendo adquirir otro nuevo estado en cada temperatura. De
no existir tiempo para la readaptaciéon por ser muy rapida
la velocidad de enfriamiento, la estabilidad de la membrana
sera inferior, agravandose esto en las temperaturas mas
bajas.

A 0°C se producen dos fendémenos: la formaciéon de hielo
intracelular y la deshidratacion celular. La cristalizacion
o la formacion de hielo intracelular originan problemas
mecanicos, determinando que el contenido celular se expanda
dafiando las estructuras celulares y provocando la muerte
del espermatozoide.
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La deshidratacién se produce por consecuencia de la
congelacion del medio extracelular, lo cual por diferencias
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 Ila
desnaturalizacién de las proteinas protoplasmaticas al
desdoblarse los puentes disulfuricos que al descongelarse
el semen son destruidos. Los dafios mas importantes son a
nivel de las proteinas citoplasmaticas, sobre todo las del
acrosoma y lesiones secundarias a nivel de las fibrillas de
la pieza media por acumulacidén de calcio.

La velocidad de enfriamiento en la congelacion vy
descongelacidon es de fundamental importancia en la magnitud
de los dafos. Si la congelacidéon 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 reducir los dafios se utilizan sustancias
crioprotectoras, la mds usada es el glicerol. Este se une a
la molécula de agua y provoca un descenso del punto de
congelamiento aumentando la viscosidad, lo cual retarda la
formacion del hielo (prolongando la fase Iliquida) y la
rapida concentracion de solutos (reduce la deshidratacion
debido a la formacion de puentes H entre el agua y el
glicerol). Tiene accidn 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 congelaciéon. Las congelaciones
rapidas 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 -50°C (fase |Iliquida ausente) se
terminan los perjuicios debidos a la presién osmotica.
Agregando yema de huevo junto con el glicerol reducimos el
efecto negativo de este ultimo sobre 1la membrana del
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acrosoma (Salamon y Visser 1974, Colas 1975, Helwood et al.
1980, Fiser y Batra 1984, Byrne et al. 2000).

La inseminacidon con semen congelado rapido resulté en
una tasa de prefiez significativamente mayor (p < 0,05)
independientemente del método de 1inseminacion. Los datos
muestran que la tasa de congelacidén afecta a la proporcion
de espermatozoides que mantienen su capacidad de
fertilizacion después de la descongelacion. Sin embargo,
una vez que se haya producido la fecundacion, el desarrollo
de la fase de blastocito es iIndependiente de la tasa de
congelacion (Byrne et al., 2000).

Los espermatozoides de carnero son sensibles a cambios
de temperatura durante el proceso de congelaciéon vy
descongelacion. El grado del dafio depende de un efecto
combinado de diversos factores, entre ellos la temperatura
inicial de congelacion.

El estudio indica que la temperatura inicial de
congelacion tiene un efecto significativo en la motilidad
post-descongelacion de los espermatozoides. La mejor
respuesta se logr6 con una temperatura inicial de
congelacion de -125 © C (Sadhan et al., 2002).

Los espermatozoides de carnero pueden conservarse a 5
grados centigrados durante un maximo de 48 horas antes de
la congelacidon sin efectos perjudiciales sobre la motilidad
e integridad de membrana (Purdy, 2007).

2.5.2.2 Métodos de congelacion del semen

ElI semen ovino puede congelarse en pastillas (pellets)
o en pajuelas (paillettes). EI método utilizado depende de
las preferencias y necesidades.

Desde el punto de vista practico la congelacion en
pajuelas presenta la ventaja de ser mas homogénea al
proveer mayor superficie de contacto al frio, mayor higiene
y mejor identificacion del semen.

Las pajuelas son selladas, Hluego del Illenado, con
alcohol polivinilico finamente tapizado o por medio de un
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tapén con soldadura térmica o presion. Las mismas pueden
ser 1Impresas, existiendo en diferentes colores, 1o que
facilita su identificacion.

Las pastillas (0,05 a 0,10 ml) presentan la ventaja de
almacenar una mayor cantidad de semen (dosis) dentro de un
biéstato (termo de nitrégeno), asi como una reposicion
menos frecuente del nitrogeno al ubicarse en la parte
inferior de los canisters (canastillos) del termo.

Las pastillas se obtienen colocando un pequefio volumen
de semen sobre hielo seco, este es previamente moldeado
para obtener pastillas de i1gual tamafo. Luego de formadas
(2-4 min) son introducidas en nitrogeno liquido. En nuestro
pais por un problema de practicidad y economia los pellets
se realizan sobre una placa de acrilico sometida a los
vapores de nitrogeno liquido.

No existen diferencias en la congelacion obtenida con
el hielo seco (-78,8°C) y el nitrogeno liquido (-196°C), ya
que a partir de los -50°C se terminan los dafos de la
congelacion (Fernandez Abella 1995, Fernandez Abella et al.
2001).

2.5.2.3 Dilucién del semen

Luego de la colecta del semen, el mismo se coloca en
bafio Maria a 30°C, pudiendo agregar un poco de diluyente
segun el método de congelacion.

Existen actualmente a nivel mundial dos principales
dilluyentes, uno a base de leche descremada puesta a punto
por Coles (1975) en Francia y otro a base de hidroximetil-
amino-metano (TRIS) utilizado por Salamon (1976) en
Australia.

Congelacion con diluyente TRIS

ElI hidroximetil aminometano (TRIS) es el diluyente mas
utilizado en la congelacién de semen de carnero.
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ElI diluyente debe contener 1000 U.l de Penicilina y 1
mg de estreptomicina por cada ml de solucion madre (Tris,
glucosa o fructosa, acido citrico y agua biodestilada).

El' diluyente (solucién madre, yema de huevo vy
glicerina) debe prepararse el mismo dia de la congelacion.

El huevo a utilizar debe ser fresco (3-4 dias de su
postura). La yema se separa de la clara y se coloca sobre
papel higiénico, haciéndola rodar suavemente para eliminar
los restos de clara. Se extrae la cantidad de vyema
necesaria atravesando con una jeringa la membrana.

Para la congelacion de pajuelas la dilucion se hace
primero en la copa colectora (1:3) para luego pasar a un
tubo de mayor tamafio y realizar la dilucién final (1:8 a
1:12).

Luego de realizada la dilucién conviene observar la
motilidad progresiva. Si la misma es inferior al 70% no
conviene congelar el semen.

Las pajuelas se llenan mecanicamente o en forma manual
aspirando el semen por el extremo con tapén. Tomandolas del
extremo con tapon para no hacer subir la temperatura del
semen, se secan con papel higiénico y por medio de una
jeringa (insulina o tuberculina) se crea una camara de
aire. Luego se sellan con alcohol polivinilico humedeciendo
las pajuelas en agua. Posteriormente las mismas se llevan a
un ambiente a 4-5°C durante 2 a 3 horas (tiempo de
equilibrio) (Fernandez Abella 1995, Yaniz et al. 2008).

Tiempo de equilibrio: es el tiempo que transcurre desde
que se agrega glicerol hasta que se congela (Lopez, 1987).

Luego las pajuelas son sometidas en forma horizontal a
los vapores de nitrégeno Iliquido (4cm por encima del
nivel:-120°C), durante 6 a 10 minutos. También se pueden
congelar dejando las pajuelas durante 2 minutos a un nivel
de 14 cm del nitrégeno y luego en un nivel inferior (2,5 cm
del nivel) durante 3 minutos. El recipiente de congelacion
debe ser amplio (30 x 20cm o mas) y el nitrogeno debe estar
a 6 cm respecto del fondo como minimo. Pasado dicho lapso
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las mismas se sumergen en el nitréogeno y Jluego son
envasadas en los Goblets (tubos de plastico).

En la congelacion de pastillas se hace la dilucion en
la copa recolectora y se pasa su contenido en un tubo. EI
mismo se lleva a un ambiente a 4-5°C, en la practica se
utilizan cubitos de hielo y una conservadora de espuma
plastica. Lo ideal es que a los 30-35 minutos se logre
alcanzar los 5°C.

Luego de pasar el periodo de equilibrio (90 a 120
minutos) se aspira el semen diluido con una pipeta y se
pipetea sobre una placa de acrilico previamente enfriada (5
minutos a 4-5 cm del nivel del nitrégeno). ES necesario
dejar las pastillas en formacion durante 2 minutos sobre la
placa de acrilico, para luego volcarlas en el nitrégeno
Ifquido.

Cuando se congela en pastillas podemos realizar la
dilucidon en dos pasos. Agregando la mitad del diluyente sin
glicerol a 30°C y el resto de diluyente con glicerol a los
90 minutos posteriores (4°C) en dos fracciones con un
intervalo de 15 minutos. Luego del agregado de la ultima
fraccion debemos esperar 60 minutos para congelar.

Antes de almacenar el semen congelado es conveniente
evaluar dos o mas pastillas de cada partida, rechazandose
aquellas que tengan una movilidad inferior al 40%.

Las pastillas se guardan en globets tapados con algodon
seco (Fernandez Abella 1995, 2001).

Congelacion con leche descremada

La técnica se basa en agregar el diluyente en dos
pasos. Una primera diluciéon se realiza a 31°C en base a
lactosa y yema de huevo, y luego de un periodo de
equilibrio a 4°C (90 a 120 minutos) se agrega el segundo
diluyente en base a leche descremada y glicerol (en dos o
tres fracciones cada 10-20 minutos). Luego de otro periodo
de equilibrio de 1 a 2 horas se realiza la congelacioén.
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La concentracién final es de 160 a 200 millones de
espermatozoides por ml, lo que determina 40 a 50 millones
por dosis (pajuelas de 0,25 ml).

La lactosa-yema de huevo mas el eyaculado deben ser la
3/5 partes del volumen final, mientras que 2/5 restante se
completa con el diluyente leche descremada y glicerol.

La leche descremada se prepara disolviendo 10 g de la
misma en 90 ml de agua destilada. Se pone a ebullicidén en
bafio Maria durante 15-20 minutos. Se deja enfriar y se
agrega 100000 U.l de penicilina y 0,1 g de estreptomicina.
La leche preparada se puede conservar en Qla heladera
durante 3-4 dias.

La congelacion con pajuelas o pastillas se realiza de
la forma ya descrita en la congelacidén con Tris.

En nuestras condiciones se ha encontrado que el uso de
la leche descremada no seria conveniente congelando en
forma de pastillas, tampoco se justificaria su utilizacion
congelando en pajuelas debido a que es mas engorrosa la
técnica de congelacién con leche descremada (dos pasos)
frente a la técnica a base de Tris (un paso). No obstante
se obtuvo, realizando la técnica en un paso (agregado de
leche descremada y glicerol a 31°C) resultados similares
(Fernandez Abella 1995, Fernandez Abella et al. 2001, Yaniz
et al. 2008).

Los componentes basicos de un diluyente son:

e agua, que se comporta como solvente de los
componentes seminales y del diluyente;

e sustancias disueltas id6nicas y no idbnicas, para
mantener la osmolaridad y tamponar el pH del medio;

e sustancias organicas, con capacidad para impedir el
choque de frio (por 1o general yema de huevo o
leche);

e azucares simples como forma de energia;
e antibidticos para controlar agentes microbianos;
e un agente crioprotector (glicerol o DMSO).
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2.5.2.4 Descongelacion

La descongelacion del semen se realiza a 37-45°C. Si
el semen fue congelado en pajuelas las mismas se sumergen
durante 40 segundos (bafio Maria), para ser secadas
posteriormente con papel higiénico. Se corta la punta
sellada con el alcohol polivinilico y se coloca en el
aplicador de semen (transcap) previa introduccidén en aspic
(vaina con piston).

Si el semen fue congelado en pastillas se debe
descongelar en un diluyente similar a la solucién madre. De
no conocer el diluyente de su congelacion puede utilizarse
suero fTisiologico o citrato de sodio al 3%. Las pastillas
se vierten en los tubos de ensayo conteniendo 3 o 4 gotas
por tubo.

No conviene descongelar muchas dosis, sino realizar en
tandas, de acuerdo a las necesidades y velocidad de la
inseminacion. Aquellas pastillas que se caen al suelo no se
deben utilizar.

Al descongelar el semen, este debe tener 30-40% de
espermatozoides moéviles. Luego de 3-4 horas de incubaciodn
no debe disminuir sensiblemente. Para realizar la misma se
utiliza 1-2 cc de solucidn de citrato de sodio al 2,7%.

El agregado de antioxidantes (acetato de ala tocoferol
y butiloxitoluol), asi como prostaglandinas, oxitocina,
ergonovina, fenilerina, en el momento de la descongelacion
mejora el transporte del semen aumentando su Tfertilidad
(Gustafsson et al., 1975; Shaildulin, 1978; Harwk, 1983;
Anil et al, 2006). En nuestro pais, Castrillejo y Rodriguez
(1981) lograron mejorar la fertilidad en el semen de buena
calidad (de 50 a 64%) con el agregado de 10 microgramos de
prostaglandina F2 alfa, sin obtener respuesta cuando el
esperma era de baja calidad (Ferndandez Abella 1995,
Fernandez Abella et al. 2001, Anil et al. 2006).

2.6 INSEMINACION ARTIFICIAL

La 1inseminacion artificial es el acto de introducir
semen en los genitales de la hembra, junto a otra serie de
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procedimientos que acompafian este acto (Duran del Campo,
1993). De esta manera segun su complejidad y expectativas
de éxito, se diferencian en inseminacion vaginal, cervical
e intrauterina (Evans y Maxwell 1990, Milczewski et al.
2000, Wulster et al. 2004).

La 1inseminacién vaginal, es el método mas rapido y
sencillo cuando se utiliza semen fresco diluido, pero
requiere una dosis de semen mayor que si se utiliza alguno
de los otros métodos. En términos generales no es un método
recomendable pero puede ser util cuando el tiempo de
inseminacion es limitado, o en hembras virgenes en las
cuales la estrechez de la parte vestibular no permite la
penetracion del espéculo.

La inseminacion cervical, es el método mas comunmente
usado cuando el semen es fresco. Exige un equipo simple y
permite iInseminar gran cantidad de ovejas en poco tiempo,
obteniendo altos resultados de fertilidad comparables a la
monta natural.

Los resultados de la inseminacion cervical con semen
congelado-descongelado han sido bajos, por 1o cual se ha
intentado inseminar por inseminacioéon intrauterina, teniendo
resultados mejores. Esta técnica implica una cirugia menor
(laparoscopia).

Como ventaja, en cuanto a mejora genética la
inseminacion artificial con semen congelado, permite la
posibilidad de usar carneros genéticamente superiores, Yy
dado que estos dejan mas descendencia que las hembras, se
hace hincapié en la seleccién de estos carneros (Evans y
Maxwell, 1990). Esta ventaja es mantenida en el tiempo con
semen congelado, incluso después de muerto el reproductor,
y potencializado por la cantidad de dosis que se puede
congelar en comparacién con el uso directo del carnero
(Evans y Maxwell 1990, Milczewski et al. 2000, Wulster et
al. 2004).

También las técnicas de inseminacion artificial y el
uso de semen congelado han permitido el transporte de semen
a grandes distancias, logrando la incorporacion de ‘“sangre
nueva”, sin la necesidad de transportar machos, ventaja que
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tiene importancia en traslados fuera de fronteras,
reduciendo los costos y evitando problemas sanitarios por
inclusion de enfermedades de otras regiones, e incluso al
evitar el contacto entre machos y hembras se eliminan
problemas de propagaciéon de enfermedades venéreas y otras
(Evans y Maxwell, 1990).

La inseminacion artificial también presenta como
ventaja, la posibilidad de usar semen de carneros que por
alguna razén no pueden realizar la monta, ya sea por
lesiones 0o por edad, pero que tienen suficiente valor
genético como para sSu conservacion y utilizacién por
inseminacion artificial (Evans y Maxwell 1990, Milczewski
et al. 2000).

La inseminacion artificial puede reducir la fertilidad
comparada con inseminacion natural, en caso de mala
manipulacion o poco cuidado del semen (Evans y Maxwell,
1990).

2.6.1 Método vaginal a ciegas

ElI semen es depositado en la cavidad vaginal
requiriéndose gran cantidad de esperma. Este método
desvirtua uno de los principales fines de la I.A. o sea el
uso mas eficiente del esperma eyaculado.

Muchas veces se debe realizar por no ser posible la
introduccion de la canula en el cervix, aumentando la dosis
(dos o0 tres veces) para incrementar la probabilidad de
fecundacion.

2.6.2 Método cervical

Cuando el semen se deposita en el canal cervical a
nivel del segmento mas proximo al dOtero se denomina
cervical profunda (vacunos) y cuando se deposita en el
segmento mas proximo a la vagina, se denomina cervical
superficial.

La estructura del cuello del utero en la oveja impide
que la canula se introduzca mas de 0,5-1,0 cm.
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El cervix mide de 4 a 8 cm de longitud, presenta 3 a 7
pliegues en su mucosa, los cuales 1mpiden o dificultan la
penetracion profunda de la canula inseminadora.

La técnica de método cervical consiste en introducir el
vaginoscopio con una mano, localizando el cuello del uUtero.
Con la otra mano se introduce la pistola dosificadora
(multidosis) dentro del vaginoscopio y con la ayuda del
mismo se retira el mucus exterior para fTacilitar Ila
observacion del orificio. También se puede utilizar un
hisopo de algodon para dicho fin, aunque este limpia las
primeras ovejas y contamina las siguientes.

Localizado el orificio se introduce la canula hasta
hacer tope y antes de depositar se retira la misma unos
milimetros para facilitar la salida del esperma. Se retira
el vaginoscopio unos centimetros para evitar que el
contacto del mismo sobre la pared vaginal determine que
semen fluya hacia la vagina, lograndose con esa operacion
el plegamiento vaginal.

Luego de depositar la dosis de semen (80 a 100
millones) se retira la pistola y el vaginoscopio a la vez.
Conviene que la canula quede dentro del vaginoscopio para
evitar que al ser liberada, la oveja rompa la misma de una
patada.

La dosis con semen fresco no debe ser menor a 60
millones para no perder fertilidad. El volumen de la dosis
no debe ser mayor a 0,06 cc (6 rulos). Cuando el mismo sea
superior (semen conservado), se debe dividir la dosis en 2
o 3 pistolazos.

Cuando se usa semen conservado por via cervical se
deben wutilizar dosis superiores a los 250 millones
(Milczewski et al. 2000, Fernandez Abella 2002).

La inseminaciéon artificial (IA) con semen congelado es
el Udnico medio para evaluar carneros en centrales de
prueba, sin necesidad de transportarlos y alun cuando estos
no sean contemporaneos (Cueto y Gibbons, 2002).
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2.6.3 Método intrauterino

ElI semen se iIntroduce en el cuerpo del Jdtero
permitiendo esto la manutencion de la capacidad
fertilizadora por 18-35 horas y utilizar menor cantidad de
espermatozoides.

La técnica mas utilizada es la laparoscopia que permite
obtener resultados iguales o superiores a los obtenidos con
el método cervical, permitiendo al igual que otras técnicas
intrauterinas utilizar menores cantidades de células
espermaticas (10-20 millones: semen fresco), lo cual
significa una enorme economia especialmente trabajando con
semen congelado (30-50 millones). Tiene la desventaja del
precio del equipo y el grado de especializaciéon de la
persona que utiliza el laparoscopio (Fernandez Abella 2002,
Wulster et al. 2004).

A nivel internacional se recomienda para la 1A con
semen congelado ovino, emplear la técnica laparoscopica y
el uso de la sincronizacién de estros mediante
progestagenos iIntravaginales vy la administracion de
Gonadotrofina Coridnica equina (eCG)(Cueto y Gibbons 2002,
Wulster et al. 2004).

2.7 SINCRONIZACION DE CELOS

Se conocen varios métodos de sincronizacion de celos,
pudiéndose agrupar en dos categorias: Tfarmacoldégicos
(progestagenos y prostaglandinas) y naturales (efecto
macho) .

2.7.1 Métodos farmacoldgicos

Estos se pueden dividir en dos tipos segun su principio
fisioldgico, los que utilizan progestagenos o]
prostaglandinas.

Los progestagenos actuan estimulando la accion del
cuerpo ldteo natural. Cuando se suministra diariamente por
12-14 dias progestagenos a ovejas, nho aparece ni estro ni
ovulacion. A los 2-3 dias de suspendido el tratamiento se
observa la presencia de celo. Este tratamiento actua en
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forma similar que un cuerpo lUteo; durante la presencia de
progestagenos se suprime la liberacién de gonadotropinas
hipoficiarias y cuando descienden los niveles de
progestagenos la hipofisis incrementa Hla liberacion de
gonadotropina, lo cual estimula el crecimiento folicular y
la ovulacion (Evans y Maxwell 1990, Méndez et al. 2000,
Gonzalez et al. 2005).

Para [la aplicacion de progestagenos, existen dos
métodos: el intravaginal y el subcuténeo.

Existen dos formas de aplicar el progestageno
intravaginal: esponjas (pesarios) o el CIDER (liberador de
sustancias internamente controlado), este ultimo no esta
suficientemente controlado como para asegurar su efecto
sobre la fertilidad.

La esponja viene con una cuerda incorporada a efectos
de facilitar su retiro, y son colocadas dentro de la vagina
con la ayuda de un aplicador formado por un tubo de
plastico por dentro del cual se empuja la esponja con la
ayuda de una varilla a una profundidad de 10 o 15 cm.

Cada esponja debe estar embebida con antibidticos a efectos
de evitar infecciones.

Debe tenerse cuidado, al momento de retirar el
aplicador, de verificar que la cuerda asome de la vagina
unos 15-20cm. Entre distintas aplicaciones debe
desinfectarse el aplicador, de manera de evitar contagios y
propagacion de infecciones.

Luego de transcurrido 12-14 dias de aplicadas las
esponjas, se retiran. Esto se realiza tirando la cuerda
hacia fuera y ligeramente hacia abajo con suavidad vy
firmeza. La salida de la esponja puede venir acompafnada de
lIiquido mal oliente, el cual es normal sino viene
acompafiado de pus o sangre, lo cual estaria indicando
infeccion vaginal. Estas hembras serian tratadas con
antibioticos y retiradas del programa de inseminacion. No
deberia esperarse mas de 1-2% de pérdidas de esponjas, si
estas fueron colocadas en forma adecuada.
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Luego de retiradas las esponjas, las hembras
presentaran celo en 2-3 dias. La fertilidad de las hembras
inseminadas en este primer celo, generalmente es mas baja
que hembras no tratadas; esto se puede superar con doble
inseminacion cervical con dosis mayores, inseminacion
intrauterina, tratamiento con gonadotropinas exdgenas para
estimular estro y la ovulacion, o incluir 5-10% de retarjos
en el momento de retirar las esponjas, para estimular el
estro y la ovulaciéon (Evans y Maxwell 1990, Gonzalez et al.
2005).

Si bien los progestagenos inducen 1la ovulacién, Ila
misma no ocurre en fla totalidad de los animales. Para
remediar esto se usan hormonas que induzcan la ovulaciodn,
como por ejemplo las gonadotropinas. La mas conocida es la
que se extrae del suero de la yegua prefiada: PMSG o eCG
(gonadotropina corionica equina) mejora la sincronizacion
del celo y de 1la ovulacion 1o que repercute en la
fertilidad obtenida (Méndez et al. 2000, Fernandez Abella
2008).

Los implantes subcutaneos estéan impregnados en
progestagenos y logran también un buen control del estro.
Se coloca generalmente bajo la piel de la oreja o bajo el
hoyuelo de la pata delantera con la ayuda de un aplicador
especial con una aguja.

Este método no es tan wusado en establecimientos
comerciales ya que implica pequefas operaciones quirdrgicas
consumiendo mucho tiempo, produciendo estrés al animal,
deja heridas abiertas con posibilidad de infectarse (Evans
y Maxwell, 1990).

El método de prostaglandinas se basa en la
administracion de prostaglandina F2 alfa o prostaglandina
sintética, para cortar la duracion del cuerpo ldteo. Este
método depende necesariamente de la existencia de un cuerpo
luteo 1o cual determina su utilizacién solo para épocas
reproductivas, a diferencia del método de progestagenos que
se puede usar en cualquier momento del afio.

Cuando la oveja esta en la mitad o al final de la fase
luteal del ciclo estral, el cuerpo ldteo puede destruirse
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administrando prostaglandina F2 alfa. Al romperse el cuerpo
luteo, el efecto inhibidor de la progesterona sobre la
hipéfisis se anula, con 1o que aumenta la liberacion de
gonadotropina. Asi se estimula el crecimiento folicular y
el estro se manifiesta a los 2-3 dias.

Las prostaglandinas se administran en forma
intramuscular y para sincronizar totalmente un rebafo, se
deben aplicar dos inyecciones con un intervalo de 10-14
dias, ya que el cuerpo luteo responde a la prostaglandina
entre los dias 5-14 del ciclo estral. De esta forma la
mayoria de las ovejas ciclan 2-3 dias después de la segunda
inyeccion.

La respuesta a la prostaglandina y la fertilidad es
variada, pero la fertilidad en el celo inducido es menor
que para el <caso del tratamiento con esponja con
progestagenos. Para superar esta baja fertilidad se puede
adoptar las mismas soluciones que para las esponjas.

EI método de sincronizacién natural (efecto macho),
consiste en la introduccién masiva de machos (< 4%) que
induce a las ovejas en anestro superficial a la ovulacién y
sincroniza los celos.

El uso del “efecto macho” junto a la sincronizacion
hormonal mejora la misma y permite reducir las dosis de
gonadotropina necesarias.

Lo mas recomendable es introducir los machos al dia
siguiente de retirar la esponja o Cider, ya que esto
permite mejorar [la tasa ovulatoria y por ende la
fertilidad. Porcentajes mayores al 6% de retarjos son mas
eficientes, asi como la introduccion de otras ovejas en
celo al momento de retirar los pesarios.

Cuando se utilizan prostaglandinas, es aconsejable que
la introduccién de los machos (con arneses o tiza), se
realice 36 horas posteriores a la segunda aplicacion.

No olvidar que los retarjos son mas efectivos que los
capones u ovejas androgeneizadas para inducir el celo y la
ovulacion (Gonzalez et al. 2005, Fernandez Abella 2008).
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2.8 SELENIO

2.8.1 Generalidades

El Selenio forma parte de la glutation peroxidasa,
enzima que cataliza [la eliminacion del peroxido de
hidrégeno, con 1o que protege a las membranas de la
oxidacion. La glutation peroxidasa contiene cuatro atomos
de selenio y forma una segunda linea de defensa tras la
vitamina E, ya que algunas peroxidasas permanecen a pesar
de que los niveles de vitamina E sean adecuados. El selenio
tiene un efecto ahorrador de vitamina E, TfTacilitando la
absorcion normal de la vitamina. Se debe a su intervencion
en la conservacion de la integridad del pancreas, y por lo
tanto, asegurando una adecuada digestion de las grasas.
Ademds el selenio reduce 1la cantidad de vitamina E
necesaria para mantener la integridad de Hlas membranas
lipidicas y colabora en la retencion de vitamina E en el
plasma. La vitamina E ahorra selenio al mantener al
elemento mineral en su forma activa y evitar su pérdida.
Reduce la produccién de hidroperéxido y, por lo tanto, la
cantidad de glutation peroxidasa necesaria para proteger a
las células. No obstante existen limites en la sustitucion
mutua entre selenio y la vitamina E (McDonald et al. 1995,
Burk y Hill 2005).

En los rumiantes, la deficiencia de selenio, nutriente
relacionado con la vitamina E, reduce 1a TfTertilidad
(McDonald et al., 1995).

El selenio es un elemento traza, los elementos trazas
son necesarios para la sintesis de vitaminas, hormonas de
produccién, actividad de enzimas, formaciéon de coléageno,
sintesis de tejidos, transporte de oxigeno, produccidon de
energia y otros procesos Fisioldogicos relacionados con el
crecimiento, reproducciéon y salud (Burk y Hill 2005,
Gurdogan et al. 2006).

Internacionalmente se conoce que la administracion de
Selenio mejora la fertilidad de los carneros, la fertilidad
de las ovejas, la supervivencia neonatal y el crecimiento
de los corderos (Piper et al. 1980, Langlands et al. 1991a,
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1991b, 1991c, Rooke et al. 2003, Ali et al. 2004, Balicka-
Ramisz 2006).

2.8.2 Consumo de selenio

La concentracion de selenio en las pasturas y en sangre
indica una diferencia marginal durante el verano. La
respuesta en el peso vivo y el crecimiento de lana mostré
que la concentracion en las pasturas de al menos un
elemento durante el verano fue por debajo de los niveles
criticos de produccidon. Para elementos trazas solo las
concentraciones de selenio y zinc fueron por debajo de los
niveles recomendados, siendo el minimo recomendado de
selenio de 0.05 mg/kg. DM. Las concentraciones de todos
los macroelementos excepto el calcio y el magnesio
disminuyeron en la pastura a medida que el verano
progresaba (White et al., 1992).

2.8.3 Reproduccion y selenio

En nutricion esta bien claro que el sinergismo entre el
selenio y la vitamina E, tiene un efecto antioxidante.

Diferentes investigaciones indican que estos dos micro-
nutrientes jJjuegan un papel fundamental en la
espermatogénesis. Deficiencias de vitamina E producen
degeneracién testicular. La vitamina E tiene un efecto
antioxidante en los espermatozoides por lo que aumenta la
motilidad y capacidad fecundante de los mismos.

ElI Selenio es muy importante para el desarrollo de las
células de Sertoli y por ende en la capacidad de produccion
de espermatozoides maduros y de reservas espermaticas
testiculares.

Niveles adecuados de selenio mostraron un menor numero
o0 porcentaje de espermatozoides con anomalias morfoldgicas,
como asi también una mayor concentracién de ATP en las
células espermaticas y una mayor tasa de Tfertilizacion
(Mateos 1997, Kendall et al. 2000).

En animales alimentados con dietas ricas en selenio, se
pudo observar un mayor numero de células de Sertoli y de
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espermatidas redondas. En cambio se pudo observar que los
animales que consumian dietas ricas en vitamina E, el
numero de células de Sertoli no se modificaron.

Los resultados indican que el selenio tiene un papel
muy importante en la determinacion del ndmero de
espermatozoides de reserva y células de Sertoli, mientras
que suplementos de vitamina E, no afectdé dichos criterios.

A causa de la temporada de cria y la poligamia del
carnero, las necesidades de produccion de semen seran
relativamente grandes en una  breve  temporada de
reproduccidén y esto puede provocar una deficiencia de
selenio, 1o que da lugar a una disminucion en la calidad de
semen.

La administracion de selenio mediante “bolo de vidrio”
generaria un aumento significativo de la motilidad, la
proporcion de espermatozoides vivos y la proporcion de
membranas intactas indicado por el HOS (Kendall et al.,
2000).

2.8.4 Metabolismo del selenio

Una de las fuentes de Selenio en el forraje, como la
selenometionina, se libera en el rumen y no puede
absorberse en dicho 6rgano en una cantidad apreciable
(Hidiroglou y Jenkind 1973, Surai 2006).

En el abomaso, la absorcidén es limitada, de alli pasa a
la primera porcion del intestino delgado, para absorberse
principalmente en el yeyuno Wright y Bell 1996, Surai
2006).La absorcion de este elemento en poligastricos
alcanzaria el 35% (Underwood 1977, Surai 2006).

En un estado deficitario de Selenio, se aumenta su
absorcion y el exceso del mineral en dieta, es excretado
por heces y orina (Ceballos et al. 1996, Yu y Beynen 2001,
Surai 2006).

Después de [la absorcion intestinal, el Selenio es
Ilevado al higado y vertido nuevamente a la circulacion
sanguinea, se distribuye en los diferentes o6&rganos del
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cuerpo y se almacena principalmente en los tejidos que
contienen proteinas (Krishnamuti et al. 1989, Yu y Beynen
2001).

Posterior al proceso de absorciéon y distribucidon a los
tejidos, el Selenio es incorporado en la estructura de la
enzima antioxidante Glutatién Peroxidasa GSH-Px (Levander
1986, Yu y Beynen 2001).

La excreciéon del Selenio es realizada por diferentes
vias en el cuerpo, la via fecal es la mas importante
seguido de la via wurinaria, biliar, salivar y pulmonar
(Langlandsy et al. 1991, Yu y Beynen 2001).

2.8.5 Selenoproteinas y Glutation Peroxidasa (GSH-Px)

La Glutation Peroxidasa (GSH-Px), es una
selenoproteina, enzima de 80.000 Daltons, con 4 sub-
unidades que contienen 4 atomos-gramo de Selenio por mol.
Esta enzima cataliza 1la conversion del Peroxido de
Hidréogeno a agua y peroxido lipidico en alcohol. Estos
peréoxidos son agentes gque causan estrés oxidativo.

El Selenio como parte esencial de la GSH-Px se reconoce
generalmente por su funcion antioxidante (Arthur 1997, Burk
y Hill 2005, Muifio et al. 2008).

La vitamina E no necesariamente debe administrarse con
Selenio. Su acciéon, es sobre la membrana celular, su
funcion es prevenir la formacion de peréxidos grasos por
secuestro de radicales libres antes de que ellos inicien la
peroxidacion grasa (Salvatore et al., 1995).

2.8.6 Glutation peroxidasa (GSH-Px) en las patologias
asociadas a deficiencias de selenio en rumiantes

ElI selenio tiene funcidn protectora contra el dafio
oxidativo, al ser un componente de la enzima glutation
peroxidasa.

La GSH-Px presenta ademas el 75% del selenio sanguineo,
estando contenido en el interior de los glébulos rojos a
los que se iIncorpora durante la eritropoyesis (Hill et al.,
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2007). El hecho de que exista una fuerte correlacién entre
selenio sanguineo y GSH-Px, y que su determinacién en
sangre sea rapida y sencilla, hace que esta enzima se
perfile en la actualidad como una de las medidas indirectas
mas iImportantes en el diagnostico de procesos carenciales
de selenio (Wheatley y Beck 1988, Marti et al. 2007).

La GSH-Px dependiente de selenio desempefia un papel
central en los procesos de oO6xido-reduccion celulares, al
catalizar las reacciones que ayudan a destruir tanto al
agua oxigenada como a los peroéoxidos de acidos grasos
(hidroperéxidos organicos) que se generan en el organismo.
Los peroxidos son reducidos mediante la reaccion general
catalizada por la GSH-Px, en la cual el glutation reducido
(GSH) actua como donante de hidrégeno; a continuacién el
glutation oxidado se reduce de nuevo, es decir, es
regenerado por reacciones subsiguientes, mediante una
reaccion en la que participan la glutation reductasa y un
donante de hidrégeno (NADPH+H").

La producciéon endégena de radicales libres ocurre
durante el metabolismo aerobio habitual. En condiciones
normales las células metabolizan la mayor parte del oxigeno
(95%) hasta agua mediante una via de reduccién tetravalente
(02 + 4H'---2H,0), mientras que un pequefio porcentaje (5%)lo
hace mediante una reduccidon univalente, formandose
productos intermediarios altamente téxicos como anidn
superoxido (0z7), hidroxilo (OH), junto con peroxido de
hidrogeno (Hz02). No obstante, los organismos evolucionados
han desarrollado una serie de mecanismos de defensa contra
estas formas de oxigeno altamente reactivas.

Basicamente estos mecanismos antioxidativos pueden
clasificarse dentro de dos grandes grupos; los enzimaticos
y los no enzimaticos. EI grupo de enzimas que catalizan las
reacciones de los radicales libres esta integrado por la
superoéxido-dismutasa, la catalasa y la glutation
peroxidasa; todas ellas actuan acelerando las reacciones
por las cuales los radicales libres se reducen rapidamente
a agua.

En situaciones donde existe una iImportante actividad
metabélica (etapas de crecimiento y desarrollo activos,
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procesos inflamatorios y otras fuentes productoras de
estrés), ocurre una mayor demanda tisular de oxigeno y
parte de él se metaboliza siguiendo la via univalente,
generandose multitud de radicales libres nocivos. Si la
carga de oxidantes supera las defensas antioxidantes
locales y generales, estos compuestos altamente reactivos
lesionan los tejidos al fTijarse a Jlos componentes
estructurales basicos de Hlas células: acidos nucleicos
(produccién de tumores Yy enfermedades auto inmunes),
proteinas (generando alteraciones enzimaticas de las
permeabilidades 1i16nicas de la membrana), carbohidratos
(patologias asociadas a la diabetes, cataratas vy
enfermedades reumaticas) y lipidos (desencadenando una
peroxidacion lipidica responsable de cambios estructurales
y rotura de la bicapa lipidica de las membranas celulares)
(Lunec y Blake 1990, Burk y Hill 2005, Muifio et al. 2008).

Estas alteraciones organicas, relacionadas con
disturbios oxidativos, adquieren gran iImportancia con
animales con deficiencia de selenio en la dieta, asociados
O no a bajas concentraciones de vitamina E en la misma,
especialmente en situaciones donde existe una intensa
actividad metabdlica que hace que los mecanismos de defensa
celulares se desborden vy aparezcan numerosos efectos
toxicos.

El selenio también muestra una gran influencia en la
fertilidad del macho afectando a la calidad del semen.

Se encontr6 que el plasma seminal contiene elevadas
cantidades de GSH-Px, cuya funcion es proteger a la
membrana del espermatozoide del ataque peroxidativo;
ademas, en la cola del gameto masculino hay un
selenopéptido (PGH-Px) que hace que ante una deficiencia de
selenio se produzca una fractura en la pieza media de la
cola del espermatozoide (Capaul et al. 1988, Marti 2007).

2.8.7 Selenio y espermatozoides

La PHG-Px (de la sigla del inglés Phospholipid
Hydroperoxide Glutatione Peroxidase) es una variante de
GSH-Px y juega un papel importante como antioxidante en los
testiculos postpuberales. Sin embargo, en el espermatozoide
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maduro, la PHG-Px se encuentra de manera exclusiva en la
capsula mitocondrial de la porcién media de la célula y su
funcion es desconocida (Sprinker et al. 1971, Marti et al.
2007, Uysal y Bucak 2007).

Wennemuth et al. (2004) publican los resultados de un
estudio en ratones segun los cuales la PHG-Px cambia sus
caracteristicas fisicas y sus funciones bioldgicas durante
la maduracién del espermatozoide, de una peroxidasa soluble
en espermatides a una enzima 1inactiva pero que se
polimeriza para formar una malla proteica que brinda
estabilidad estructural a la porcidén media mitocondrial, en
los espermatozoides maduros. Tal parece que esta variacion
se alcanza al incorporar a sSu estructura puentes
disulfuros, derivados de la exposiciéon de las células a
hidroperéxidos en presencia de bajas concentraciones de
glutation, tal como ocurre en los estadios avanzados de la
espermatogénesis. Ademas, la proteina constituye el 50% del
material de la capsula mitocondrial.

Los autores afirman que Qlos espermatozoides maduros
dependen de la PHG-Px como proteina estructural, puesto que
las alteraciones de la morfologia de la porcion media de
las células, que se observan en la deficiencia de Selenio,
probablemente resultan de una sintesis alterada de Ila
selenoproteina. Por 1o tanto, concluyen que no es su
capacidad antioxidante sino la habilidad para formar un
elemento estructural 1o que es fundamental para la
fertilidad.

La deficiencia de selenio en la dieta generd un retraso
en el crecimiento testicular durante el desarrollo puberal.
Las gonadas del macho mostraron una atrofia severa, los
tubulos seminiferos redujeron considerablemente su
diametro. Las alteraciones fueron reversibles y la
espermatogénesis fue restaurada con una alimentacion
adecuada que incluya selenio. Los resultados indican que la
morfologia testicular y sus funciones se ven afectadas por
una grave deficiencia de selenio, y que este elemento es
necesario para la biosintesis de testosterona, formacién y
desarrollo normal de 1los espermatozoides (Behne et al.
1996, Marti et al. 2007).
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Los resultados indican que el suplemento de selenio a
la dieta tiene un papel iImportante en la determinacion de
la concentracion espermatica y en el ndmero de células de
Sertoli, mientras que los suplementos de vitamina E no
afecto a estos criterios (Guzman-Marin et al., 2000).

Los espermatozoides localizados en el epididimo con
deficiencia de selenio, presentan reduccidon o pérdida de la
motilidad y muestran defectos en el flagelo principalmente
en la pieza media (McCoy y Weswig, 1969). También Ila
deficiencia de selenio reduce el tamafio de los testiculos,
y una prolongada deficiencia atrofia el epitelio seminifero
(Sprinker et al. 1971, Hill et al. 2007).

2.8.8 Estrés oxidativo y administracion de antioxidantes

La alteracion de los espermatozoides causada por una
produccién excesiva de radicales libres se ha estudiado
extensamente como uno de los mecanismos de esterilidad. Las
células que viven en condiciones aerodbicas enfrentan
continuamente la paradoja del oxigeno. EI oxigeno es
necesario para la vida, pero sus metabolitos, como los
radicales libres pueden modificar las funciones celulares,
poner en peligro la supervivencia celular o ambas cosas.
Por lo tanto, se debe inactivar continuamente el exceso de
radicales libres y conservar solo una pequefia cantidad
necesaria para mantener la funcidén celular normal. EI
estrés oxidativo surge como consecuencia de la produccion
excesiva de radicales libres y del deterioro de los
mecanismos de defensa antioxidante (Agarwal y Ferreira
2000, Uysal y Bucak 2007).

Las concentraciones moderadamente altas de perdxido de
hidrogeno no afectan la viabilidad de los espermatozoides,
pero los inmovilizan, generalmente por agotamiento del ATP
intracelular y disminucién ulterior en la fosforilaciéon de
las proteinas del axonema. Las altas concentraciones de
peréoxido de hidrégeno inducen la peroxidacién lipidica y
producen la muerte celular (Agarwal y Ferreira 2000, Muifo
et al. 2008).

Gomez et al. (1980), senalaron que 1los niveles de
produccién de radicales libres por las poblaciones
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espermaticas puras se correlacionaron negativamente con la
calidad del semen.

El vinculo entre una mala calidad de los
espermatozoides y el aumento de la generacidén de radicales
libres, es la presencia de excesivo citoplasma residual.
Los espermatozoides sufren una notable transformacioén
durante la etapa final de su diferenciacién, por lo cual
pierden el componente citoplasmatico de la célula durante
la liberacion de la espermatide madura de las células de
Sertoli. Tras esta liberacion, cualquier citoplasma
residual asociado con [los espermatozoides se retiene a
nivel de 1la pieza media como una masa citoplasmatica
individual. Si este citoplasma residual ocupa mas de un
tercio de la cabeza espermatica, se lo denomina gota
espermatica. En estas circunstancias, se cree que los
espermatozoides liberados son iInmaduros Yy deficientes
funcionalmente (Marti et al., 2007).

Parte de la reduccion de la motilidad espermatica y la
fertilidad asociado a la criopreservacion puede ser debido
al dafno oxidativo de la excesiva o inadecuada formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Guthrie y Welch 2006,
Marti et al. 2007).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 ENSAYO 1

3.1.1. Localizacion

El ensayo fue realizado en la Estacidén Experimental de
la Facultad de Agronomia en el departamento de Salto
(EEFAS), ubicada en el paraje San Antonio, tercera seccion
judicial del departamento, kildémetro 21 de la Ruta 31
(31°25" latitud sur).

3.1.2. Animales

Se utilizaron 10 <carneros de la raza Merino
Australiano, que pesaron en promedio 58 kg (max: 67 kg y
min: 45 kg). De los 10 carneros, 2 eran de 2 dientes, 6 de
4 dientes, y 2 de boca Illena. La condicion corporal
promedio fue 4,0 y la circunferencia escrotal promedio 32,6
cm (max: 40 cm y min: 28 cm). Los carneros fueron manejados
como un solo lote y pastorearon campo natural.

3.1.3. Tratamiento

Los carneros se separaron al azar en dos lotes, uno
tratado con selenio y el otro lote como testigo.

Al lote tratado con Selenio, se le administré6 a cada
carnero 1,5 mL de Selfos Plus, via subcutadnea. Este
compuesto es elaborado por el [laboratorio argentino
AGROINSUMOS S.A; contiene Selenio, Fésforo y Vitaminas (A,

Dy E).
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CUADRO No.1. Composicién de Selfos Plus

Selenito de Sodio 0,347 g
Vitamina A (Retinol

Palmitato) 1200000 U.1
Vitamina D2

(Ergocalciferol) 600000 U.1
Vitamina E (DL-a-

Tocoferol Acetato) 2500 U.1
Glicerofosfato de

Sodio 30 g
Excipientes c.s.p 100 mL

FIGURA No.2. Linea de tiempo para actividades realizadas

(Ensayo 1)
28/2/08 27/11/08
6/5/08
29/4/08 29/5/08 261110 29/12/08
1811207 221208 3/2/09
Extraccion y Administracion  Extraccion y evaluacion Administracién Extraccién y
- de selenio de semen ; -
Evaluacion de selenio Evaluacion
de semen de semen
Extraccion y
Extraccion y Evaluacién
Evaluacion de semen
de semen
Extraccion y
Evaluacién
de semen

El 18 de diciembre del 2007, se realizaron las primeras
medidas que consistié en medir peso, circunferencia
escrotal, condicién corporal y edad; ademas se extrajo
semen y se realizaron pruebas macroscépicas (color, volumen
y movilidad en masa).
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ElI 22 de febrero del 2008, se colectd semen a los diez
carneros evaluados y se realizaron pruebas macroscopicas.

El 28 de febrero se inyectd por via subcuténea 1,5 mL
de Selfos Plus, a seis de los diez carneros evaluados. Se
realizaron dos extracciones de semen por carnero y se midio
la concentracién espermatica (primer y segundo eyaculado).

ElI 29 de abril, se realizaron 2 extracciones de semen
por carnero, éste se evalué mediante pruebas macroscépicas
y se midié la circunferencia escrotal.

ElI 6 de mayo, se midié la condicidon corporal segun
técnica de Jefferies (1961) y se pesaron los carneros. Se
realizaron dos colectas de semen por carnero.

ElI 29 de mayo y el 26 de noviembre del 2008, se
realizaron extracciones de semen de carneros tratados y sin
tratar, evaluandose la calidad.

El 27 de noviembre del 2008, se administré otra dosis
de selenio a los carneros.

ElI 29 de diciembre del 2008 ademas de determinar la
calidad, se evaluo la concentracion, volumen y movilidad
masal del semen. ElI 3 de febrero del 2009, se evalud lo
mismo excepto la determinacion del volumen seminal en ambos
grupos de carneros.

3.1.4 Manipulacién y analisis del semen

La colecta de semen se realizé por medio de una vagina
artificial y como estimulo para la colecta, se utilizé una
oveja que estaba en celo al momento de las colecciones.

Una vez recolectado el semen se midié el volumen del
eyaculado, la concentracion vy la movilidad espermatica.

El volumen se determiné mediante una jeringa graduada.

A través del color del eyaculado y el siguiente cuadro
se estimd la concentracidon espermatica minima.
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CUADRO No.2. Determinacion de la concentracion espermatica
a través del color del eyaculado

concentracion minima
Tonali1dad estimada (millones/mL)

crema muy OScCuro 4000
crema oOScuro 2800
crema 2000
crema claro 1600
lechoso 1000
lechoso claro 500
nublado 100

claro insignificante

FUENTE: Fernandez Abella y Villegas, modificado
Fernandez Abella (2002).

Para determinar la movilidad en masa, se observa en la
propia copa recolectora a poca distancia del observador (en
presencia de luz). Se aprecian ondas que son resultado de
la concentracion espermatica, movilidad de los
espermatozoides y porcentaje de células espermaticas vivas
(Fernandez Abella, 1995).



45

CUADRO No.3. Relacidon entre la movilidad grupal (masal) y
el porcentaje de espermatozoides méviles del
semen (movilidad individual)

Movilidad
Movilidad masal individual
Grado (macroscépica) (microscoépica)
sin movimiento
0 sin corrientes progresivo
20% de movimiento
1 pocas corrientes progresivo
muchas corrientes 40% de movimiento
2 moderadas progresivo
60% de movimiento
3 muchas corrientes progresivo
muchas corrientes 80% de movimiento
4 rapidas progresivo
numerosas ondas de casi 100% de
tipo tumultuoso rapidas y movimiento
5 vigorosas progresivo

FUENTE: Moule (1951).

Para pesar los carneros se utilizé wuna balanza
mecanica, para la condicién corporal se utilizé la escala
de Jeffries 1961 y para medir la circunferencia escrotal se
utilizé una cinta métrica (exactitud *_1 cm).

La concentracion se midid a través de un densimetro de
la siguiente forma:

Constitucion de la suspensiOn con semen de carnero:

A) Se toma en el densimetro 10 mL de una solucidn
salina (99% NaCl y 1% Formol).

B) Se toma 0,05 mL del semen a ser examinado (lo mas
exacto posible) y agregue a la solucion de NaCl.

C) Se cierra el instrumento con su dedo pulgar vy
voltéelo dos o tres veces cuidadosamente para suspender las
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células espermaticas uniformemente dentro de la solucidén de
NaCl.

CUADRO No.4. Relacidon entre la lectura en el densimetro
con la concentracion espermatica (millones/mL)

lectura en Concentracion
el densimetro espermatica (millones/mL)
60 1000
55 1250
50 1500
45 1750
40 2000
35 2250
30 2500
25 3000
20 3500
10 4000

Para evaluar la calidad del semen se realiza la prueba
de reduccién del azul de metileno. Se mezcla igual cantidad
de semen y de una soluciéon al 0,05 % de azul de metileno.
Luego se aspira la mezcla con una pajuela de 0,5 mL y se
introduce la misma en agua tibia (35 a 48 ©C). La prueba
consiste en el tiempo que tarda la mezcla en virar del
color azul al blanco (Fernandez Abella, 2008).

CUADRO No.5. Calidad del semen segun prueba de azul de

metileno
Tiempo

(min) Calidad de semen
0al excelente
la?z2 muy bueno
2 a3 Bueno
3ab Regular
+ de 5 Malo (no usar)

FUENTE: Fernandez Abella (1995).
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3.1.5 Materiales

3.1.5.1 Materiales utilizados para extraccion y analisis de
semen

e 2 vaginas artificiales

e 6 copas recolectoras de vidrio
e 30 tubos de ensayo

e 1 conservadora de espuma plast
e 1 termo

e 1 termOmetro

e 1 bafio Maria

e 2 jeringas graduadas tipo insulina
e 1 densimetro

e Solucion salina (NaCl)

e Formol

e Azul de metileno

e vaselina

e Agua destilada

e Cronometro

e Toallas de papel

e Pistola de iInseminacion

e Vasos de bohemia

e Céanulas

e Agua (45°0C)

3.1.5.2 Limpieza y acondicionamiento de los materiales

La vaina externa e interna de la vagina artificial, se
limpia con agua y jabon, utilizando un cepillo. Luego se
enjuaga repetidas veces con agua corriente, secandolas al
aire.

Las copas recolectoras de semen, se lavan con agua Yy
jabon, utilizando un cepillo. Luego se enjuaga con agua
corriente, poniéndolas a secar a estufa; una vez secas se
tapan con papel aluminio para guardarlos hasta su
utilizacion.
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El mismo tratamiento se realiza con los otros
materiales de vidrio utilizados.

Las jeringas, densimetro y pistola de inseminar, se
lavaron con agua y jabon; se desinfectaron con agua
destilada y se secaron al aire
3.2 ENSAYO 11

3.2.1. Localizacion

Este ensayo se realiz6 en el Establecimiento
“Saudades”, propiedad de Ofelia Piegas y Maria Ofelia
Preve. Dicho establecimiento se localiza en Cerros de Vera,
departamento de Salto (31° 50° latitud sur).

3.2.2_. Animales

Se utilizaron 381 ovejas de la raza Merino Australiano
pertenecientes al Establecimiento, con condicidon corporal
2.5-2.75 y sincronizadas con progestagenos (esponja de MAP
60 mg, Laboratorio Universal) inserta en la vagina durante
14 dias. Se eliminaron 6 ovejas que perdieron las esponjas.

Se utilizaron 6 carneros de la raza Merino Australiano
pertenecientes al Establecimiento, de 8 dientes y de buena
calidad de semen.

3.2.3. Tratamiento

Se realizaron dos lotes:

1) Inseminacion artificial mas repaso a 184
ovejas, con la mezcla de los eyaculados de 3
carneros tratados con Selenio (@dministracion
de 2 mL de Selfos Plus 3 semanas antes del
servicio).

2) Lo mismo se le realiz6 a 191 ovejas, con la
mezcla de los eyaculados de los 3 carneros sin
tratar (testigos).
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FIGURA No.3. Linea de tiempo para actividades realizadas

(Ensayo 11)
3/4/08
13/3/08
17/4/08 8/5/08
AdnﬂmsnaQGn Inseminacion Repaso con carneros
de selenio artificial

La inseminacion artificial se realizé el 3 de abril del
2008 con semen fresco que se extrajo con vagina artificial.

El método de inseminaciéon artificial usado fue el
cervical superficial, el cual consiste en depositar el
semen en el segmento del canal cervical mas proximo a la
vagina.

El repaso se realizo desde el 17 de abril al 8 de mayo
del 2008, con y sin selenio administrado.

Se evalué la fertilidad (inseminacion artificial més
repaso), la prolificidad y la fecundidad de ambos Ilotes
(tratado y testigo).

3.2.4 Materiales

3.2.4.1 Materiales utilizados para la extraccion de
semen e inseminacion artificial

e vagina artificial
e vaselina

e 1 termo

e Agua (45°0C)

e Termémetro
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1 bandeja

e Pistola de inseminar
e Vaginoscopio

e Toallas de papel

La limpieza de los materiales fue 1igual que en el
Ensayo 1.

3.3. ENSAYO 111

3.3.1. Localizacioén

Establecimiento “Saudades™.
3.3.2. Animales

Se utilizaron 6 carneros de la raza Merino Australiano
pertenecientes a la Estacion Experimental de la Facultad de
Agronomia en el departamento de Salto. Se utilizaron 81
ovejas de la misma raza que los carneros, propiedad del
Establecimiento “Saudades™.

3.3.3. Tratamiento

FIGURA No.4. Linea de tiempo para actividades realizadas
(Ensayo 111)

27/11/08 3/2/09 13/4/09 2/6/09

ini = Extraccion y
Administracion - _ . _
evaluacion de Inseminacion Ultra

de selenio i Fici sonografia
semen pre y post artificial g
congelado
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El 27 de noviembre del 2008 se administro 1,5 mL de
selenio (Selfos Plus via subcutanea) a 4 carneros y se
dejaron 4 carneros como testigo (sin selenio).

El 3 de febrero del 2009 se extrajo semen a 3 de los 4
carneros tratados y a 3 de los 4 carneros sin tratar.

El semen de los 6 carneros utilizados fue analizado
(concentracion espermatica, movilidad y volumen) previa
congelacion.

Se analizéo la calidad post-congelado (movilidad) de
cinco pajuelas de la mezcla de semen perteneciente a tres
carneros tratados con selenio y la misma cantidad de
pajuelas de semen congelado de los carneros sin tratar.

El 13 de abril del 2009, se 1Inseminaron por
laparoscopia (via iIntrauterina) 41 ovejas con semen
congelado de carneros tratados y 40 ovejas con el semen
congelado de los carneros testigos. Dos dias antes de la
inseminacion, se les retirdé las esponjas a las ovejas y se
les inyectd via intramuscular 250 U.l de eCG (PMSG) a cada
oveja.

ElI 2 de junio del mismo afo, mediante ultrasonografia
se evalu6é la fertilidad, la prolificidad y la fecundidad
obtenidas.

3.3.4 Analisis estadistico

Se trabaj6é con distintos procedimientos provistos por
el pagquete estadistico SAS version 8.0 (SAS Institute,
1999). Las caracteristicas del semen que muestran una
distribucién normal y continua, se analizaron mediante el
procedimiento GLM, utilizando la prueba “t” de Diferencia
Minima Significativa (D.-M.S). Las caracteristicas seminales
de distribucion discreta o porcentual, asi como los
parametros reproductivos se analizaron mediante el GENMOD,
mediante 0la prueba Kruskal & Wallis. Se analizaron los
datos con un grado de significancia de 0.10.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ENSAYO 1: EFECTO DEL SELENIO SOBRE LAS CARACTERISTICAS
SEMINALES (VOLUMEN, MOVILIDAD MASAL Y CONCENTRACION

ESPERMATICA)
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GRAFICA No.1l. Evolucion promedio de la movilidad
masal del grupo tratado y grupo testigo

La movilidad masal presentd valores muy buenos durante
el periodo experimental.

Los valores no mostraron diferencias previas o
posteriores a la administracion de selenio entre grupos.

Si bien el ndmero reducido de animales no permitio
realizar una evaluacidn, no se observdé cambios de magnitud
en la movilidad masal del grupo de carneros tratados.

La movilidad masal promedio de los dos grupos de
carneros tendid a disminuir desde el mes de diciembre hasta
el mes de abril (p > 0.10).

Dicha disminucién pudo deberse a las altas temperaturas
del verano que actuan directamente sobre los testiculos,
alterandolos; o sobre la nutricién, donde la evolucidon del
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tamano testicular acompafia los cambios en el crecimiento de
las pasturas (campo natural).

Para Fernandez Abella et al. (1993), de los factores
ambientales que afectan la calidad y la cantidad de semen,
la nutricion es el dnico que 1o hace permanentemente,
afectando el crecimiento testicular, enmascarando y/0
reduciendo el efecto del fotoperiodo.

En nuestro pais las altas temperaturas actuan
principalmente sobre la libido de los carneros sin afectar
los niveles de testosterona (Fernandez Abella et al.,
1999).

Con respecto a la nutricion, los carneros pesados en
diciembre y luego en abril, no bajaron de peso e incluso
tuvieron un pequefio aumento.

4000

3500

L &5

3000

2500 | \L

2000

millones/mL
[¥s]
[¥]

1500

—4—tratado —fl—testigo

GRAFICA No.2. Evolucion promedio de la concentracioén
espermatica promedio para el grupo tratado
y grupo testigo

Antes de la aplicacion de selenio a los carneros en
febrero, la concentracién espermatica promedio del semen
del grupo testigo no presentdé diferencias con la
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concentracion espermatica promedio del grupo tratado (ambos
grupos de carneros sin selenio).

En el mes de diciembre del 2008, el grupo tratado
presentd un incremento superior en su concentracion
espermatica (p < 0.05).

Segun Martin et al. (1990), la nutricidon aparece como
el factor dominante en controlar la actividad testicular.

Para Sapsord (1951), las deficiencias en minerales y
vitaminas afectan la produccion de semen.

Esta diferencia pudo deberse a que los cambios
nutricionales afectan rapidamente el volumen testicular,
por lo tanto a mejor nivel nutricional, mayor volumen
testicular y como consecuencia mayor proporcion de tubos
seminiferos. Es en la pared de los tubos seminiferos donde
se producen los espermatozoides y donde se encuentran las
células de Sertoli que regulan y coordinan la formacion y
liberacion de espermatozoides.

En efecto, Mateos (1997), Guzman-Marin (2000), indican
que el suplemento de Selenio a la dieta tiene un papel
importante en la determinacion de [la concentracion
espermatica y en el numero de células de Sertoli.



55

1,1

mL

0,9

L 4

0,8

S ISP LLPLPF L LSS
F & E LR N PO A N
=—¢—tratado =——testigo

GRAFICO No.3. Evolucion promedio del volumen seminal
del grupo tratado y grupo testigo

El grafico muestra como aumentd el volumen seminal
promedio en los carneros, sin mostrar diferencias entre los
tratamientos.

Para Fernandez Abella et al. (1993), el volumen del
eyaculado es una caracteristica que presenta escasas
variaciones frente a cambios en el fotoperiodo o
temperatura, presentando una correlacion media con la talla
testicular.
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GRAFICO No.4. Minutos que tarda la mezcla (semen + azul
de metileno) en virar al blanco, segun grupo
(tratado y testigo) y época del afo

ElI 29 de mayo del 2008, el grupo tratado tuvo buena a
excelente calidad de semen, en cambio el grupo testigo tuvo
regular a muy buena calidad de semen.

El 26 de noviembre del 2008, ambos grupo presentaron
semen de muy buena calidad. Por lo tanto no se observaron
diferencias importantes entre los tratamientos.

El selenio permanece en el higado del animal dos meses
aproximadamente antes de su eliminacion; por lo que la
administracion de este elemento en febrero no tuvo efecto
en las caracteristicas seminales en noviembre.

Se iInyectd nuevamente selenio el 27 de noviembre del
2008 a un grupo de carneros Yy se dejOo otro grupo como
testigo.

El 29 de diciembre del 2008, el grupo tratado presento
semen de muy buena calidad y el grupo testigo presentd
semen de regular a muy buena calidad.



57

El 3 de febrero del 2009, la calidad del semen aumento
en ambos grupos. Pero el semen del grupo tratado fue de
excelente calidad frente al grupo testigo que fue de muy
buena calidad.
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GRAFICA No.5. Variacion de la produccién espermatica
(concentracion x volumen) segun grupo (tratado
y testigo) y época del afio

Los cambios producidos en la concentracidén espermatica
fueron los determinantes del incremento en la produccion
espermatica (concentraciéon x volumen) de esta tesis. EI
volumen seminal de ambos grupos de carneros mostré una
evolucion similar, lo que demostré el imperceptible efecto
del selenio en esta caracteristica.

Por 1o tanto los carneros con mejor estatus mineral por
la administracién de Selenio, tuvieron mayor produccién
espermatica colectada en esta tesis (3619 millones) que los
carneros sin tratar (3270 millones), explicado
fundamentalmente por la mayor concentracion espermatica de
los primeros (p < 0.05).
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Por lo tanto a mejor nivel nutricional, mayor volumen
testicular y esto se relaciona con mayor cantidad de tubos
seminiferos (lugar donde se producen los espermatozoides).

En consecuencia mas eficiente sera la espermatogénesis
y mayor la produccion espermatica.

4.2 ENSAYO I11: EFECTO DEL SELENIO SOBRE LA FERTILIDAD,

LA PROLIFICIDAD Y LA FECUNDIDAD EN OVEJAS (I.A CERVICAL
CON SEMEN FRESCO)

CUADRO No.6. Fertilidad, prolificidad y fecundidad

machos fertilidad (%) |prolificidad|fecundidad (%)
I.A |repaso|total
tratado|51,1| 46,8| 97,9 1,01 99,0
testigo|38,2| 53,9| 92,1 1,01 93,7

Se observa que el porcentaje de fertilidad fue superior
en ovejas 1inseminadas con semen fresco de carneros del
grupo tratado (administrado 3 semanas antes del servicio),
que en carneros del grupo testigos, las diferencias son
significativas (p < 0.01). En cambio en el repaso no
existen diferencias entre grupos.

La fertilidad total (I.A + repaso) fue superior cuando
se utilizaron carneros del grupo tratado que del grupo
testigo. Esta diferencia en % de Tertilidad entre Ilos
tratamientos fue significativa (p < 0.01).

La fecundidad (fertilidad x prolificidad) en las ovejas
es mayor cuando se utilizan carneros del grupo tratado que
carneros del grupo testigo. Las diferencias entre los
tratamientos son significativas (p < 0.01).

Esto permitidé aseverar que el mayor porcentaje de
fertilidad en ovejas se debidé al efecto del selenio en las
caracteristicas seminales del grupo tratado, que aumentaron
las probabilidades de fecundacion.

Para Behne (1996) 1la morfologia testicular y sus
funciones se ven afectadas por una grave deficiencia de
selenio en la dieta, y que este elemento es necesario para
la formacion y desarrollo normal de los espermatozoides.
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McCoy y Weswig (1969) afirman que los espermatozoides
localizados en el epididimo con deficiencia de selenio,
presentan reduccion o pérdida de la motilidad y muestran
defectos en el flagelo, principalmente en la pieza media.

Para entender lo anteriormente citado, McDonald (1995)
explica que el Selenio forma parte de 1la glutation
peroxidasa (GSH-Px), enzima que cataliza la eliminacion del
peréoxido de hidrégeno, con lo que protege a la membrana de
la oxidacion.

Segun Capaul et al. (1988), el plasma seminal contiene
elevadas cantidades de GSH-Px, cuya funcidn es proteger a
la membrana del espermatozoide del ataque peroxidativo,
ademas en la cola del gameto masculino hay una
selenoproteina lIlamada PHG-Px (Phospholipid Hydroperoxide
Glutatione Peroxidese) que es una variante de GSH-Px y que
ante una deficiencia de selenio se produce una fractura en
la pieza media de la cola del espermatozoide.

Para Wennemuth et al. (2004), la PHG-Px cambia sus
caracteristicas fisicas y sus funciones bioldégicas durante
la maduracién del espermatozoide, transformandose en una
enzima 1inactiva pero que se polimeriza para formar una
malla proteica que brinda estabilidad estructural a la
porciéon media en los espermatozoides maduros. Estos
autores afirman que los espermatozoides maduros dependen de
la PHG-Px como proteina estructural, donde alteraciones de
la morfologia de la porcién media que se observan por la
deficiencia de selenio, probablemente resulten en una
sintesis alterada de la selenoproteina. Esto provocaria
una fractura en la mitad de la cola del espermatozoide y
como consecuencia anularia su motilidad.

Para Agarwal y Ferreira ((2000), Ila concentraciones
moderadamente altas de peréxido de hidrégeno no afectan la
viabilidad de los espermatozoides, pero los inmoviliza, por
agotamiento del ATP intracelular y disminucion ulterior en
la fosforilaciéon de las proteinas del axonema. En cambio
las altas concentraciones de peroéxido de hidrégeno inducen
la peroxidacion lipidica y producen la muerte celular.
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4.3 ENSAYO I11: EFECTO DEL SELENIO SOBRE LAS
CARACTERISTICAS SEMINALES; Y SOBRE LA FERTILIDAD, LA
PROLIFICIDAD Y LA FECUNDIDAD EN OVEJAS (1.A
INTRAUTERINA CON SEMEN CONGELADO)

4_.3.1 Analisis de semen de carnero con y sin selenio
(03/02/09)

CUADRO No.7. Evaluacion de la concentracidén espermatica,
movilidad masal y volumen seminal del grupo
tratado y grupo testigo

Prod.
esperm.
Machos |movilidad|millones/mL |volumen(mL) | (millones)
tratado 3,7 2267 1,33 3015
testigo 3,5 2133 1,0 2133

El cuadro muestra que el semen del grupo tratado es de
mejor calidad que el semen del grupo testigo. Esto se debe

a su mayor movilidad y concentracidon espermatica
(p < 0.05).

El' volumen seminal del grupo tratado, es levemente

superior que el del grupo testigo pero esta diferencia no
es significativa.
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4.3.2 Calidad de semen post-congelado en carneros con y
sin selenio (03/02/09)
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GRAFICA No.6. Movilidad espermatica post-congelacion para
cada grupo (tratado y testigo) en dos
momentos

Al momento de descongelar el semen (0 h), se observo
que el semen del grupo tratado tuvo mayor porcentaje de
movilidad, aproximadamente 15 puntos de porcentaje mas que
el semen del grupo testigo (p < 0.05).

La movilidad fue afectada por [la habilidad de los
espermatozoides de resistir al congelamiento-
descongelamiento.

La congelacion y descongelacién sobre la célula

espermatica genera efectos desfavorables que desestabilizan
su membrana celular.

El' Selenio tiene Tfuncion protectora al ser un
componente de la enzima glutatidén peroxidasa (GSH-Px), cuya
funcion es proteger a la membrana del espermatozoide del
ataque oxidativo, evitando su muerte.
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El porcentaje de movilidad esta correlacionado
positivamente con el porcentaje de movilidad antes del
congelamiento.

A medida que pasaron las horas (2 h) la movilidad de
los espermatozoides fue disminuyendo, tanto para el semen
del grupo tratado como para el grupo testigo.

4.3.3 Evaluacion de la fecundidad del semen

CUADRO No.8. Fertilidad, prolificidad y fecundidad en
ovejas, a las que se les practico I.A
intrauterina con semen congelado

Fertilidad (%) |Prolificidad|Fecundidad (%)
tratado 53,7 1,09 58,6
testigo 37,5 1,07 40,0

El porcentaje de fertilidad fue superior en ovejas
inseminadas con semen congelado del grupo tratado que del
grupo testigo, Hlas diferencias son significativas (p <
0.10).

Se observa una leve superioridad en prolificidad en
ovejas al utilizar el grupo tratado que el testigo, pero
esa diferencia no es significativa.

La fecundidad (fertilidad x prolificidad) en ovejas,
fue mayor cuando se utilizdé semen congelado del grupo
tratado que del grupo testigo. Las diferencias entre los
tratamientos son significativas (p < 0.10). McCoy y Weswig
(1969) afirman que los espermatozoides localizados en el
epididimo con deficiencia de selenio, presentan reduccién o
pérdida de la motilidad y muestran defectos en el flagelo,
principalmente en la pieza media.Por lo tanto tendran
mayores dificultades para fecundar y como consecuencia la
fertilidad de la oveja disminuira.

Segun Guthrie y Welch (2006), parte de la reduccion de
la motilidad espermatica y la fertilidad asociado a la
criopreservacion puede ser debido al dafio oxidativo de la
excesiva 0 1Inadecuada formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS).
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5. CONCLUSIONES

Los carneros con mejor estatus nutricional por la
administracién de Selenio, tuvieron mayor produccion
espermatica promedio colectada, explicado fundamentalmente
por la mayor concentracion espermatica.

No se observaron cambios de magnitud en la movilidad
masal del grupo de carneros tratados con selenio. Dicho
grupo se encontraba con buen nivel nutricional y con altos
valores de movilidad masal durante todo el experimento
(antes y después de la administracién de Selenio).

La fertilidad en ovejas inseminadas con semen fresco
(1.A cervical) o congelado (1.A laparoscopia) del grupo
tratado fue significativamente superior que con el grupo
testigo. Esto se debid al efecto del selenio en las
caracteristicas seminales del grupo tratado que aumentaron
las probabilidades de fecundaciodn.

Los espermatozoides del grupo tratado tienen mayor
habilidad de resistir los dafios de la criopreservacion,
debido a la funcidén protectora del Selenio frente al ataque
oxidativo.
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6. RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto del
selenio en la fertilidad y la conservacién de semen en
carneros merino. Se realizaron tres Ensayos; el ensayo I
se localiz6 en la EEFAS (Salto), donde se administro
Selenio a 5 carneros y se dej6 igual numero de machos
como testigo. Se le extrajo semen a ambos grupos y se
evalué las caracteristicas seminales (volumen, movilidad
masal y concentracion espermatica). En el Ensayo Il se
realizé en un predio comercial de Salto, con ovejas Yy
carneros Merino. Se realizdé inseminacién artificial mas
repaso a 184 ovejas, con semen fresco del grupo de
carneros tratados con Selenio. Lo mismo se realizé a 191
ovejas, con semen fresco del grupo de carneros testigos.
Se evaludé la fertilidad, la prolificidad y la fecundidad
de las ovejas. En el Ensayo 11l también se realizdo en
dicho predio, donde se utilizaron 3 carneros tratados con
Selenio y 3 carneros testigos. EI semen de los 6 carneros
utilizados fue analizado pre y post congelacion. Se
realizé inseminacion artificial por laparoscopia a 91
ovejas Merino, con semen congelado del grupo tratado (41
ovejas) y del grupo testigo (40 ovejas). Mediante
ultrasonografia se evalué la fertilidad, la prolificidad
y la fecundidad obtenida. Los resultados no mostraron
cambios de magnitud en la movilidad masal ni en el
volumen seminal del grupo tratado. Pero tuvieron mayor
produccion espermatica promedio colectada y mejor calidad
de semen que el grupo testigo. La fertilidad en ovejas
inseminadas con semen fresco (1.A cervical) o congelado
(1.A laparoscopia) del grupo tratado fue
significativamente superior que con el grupo testigo. Se
puede concluir con estos datos preliminares que la
administracion de Selenio en carneros Merino con buen
nivel nutricional, muestra una significativa mejora en
la conservacion y en la fertilidad del semen.

Palabras clave: Carnero; Selenio; Semen; Fertilidad; Crio
preservacion.
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7. SUMMARY

The objective of this thesis was to assess the effect of
selenium in semen fTertility and conservation of Merino
rams. Three Tests were performed; test | was carried out
in EEFAS (province of Salto), where Selenium was
administered to 5 rams, leaving equal number of males as
a control group. Semen was extracted from both groups and
the seminal characteristics (volume, mass mobility and
spermatic concentration) were assessed. Test 11 was
conducted on a commercial field in the province of Salto,
with Merino sheep and rams. Artificial iInsemination and
reinforcement procedures were carried out on 184 sheep,
with fresh semen of the group of rams treated with
Selenium. The same procedures were implemented on 191
sheep, with fresh semen of the control group of rams.
Sheep fertility, prolificacy and fecundity were assessed.
Test 11l was also carried out iIn the same place as Test
11, where 3 rams treated with Selenium and 3 rams of the
control group were used. The semen of the 6 used rams was
analyzed pre and post freezing. Artificial insemination
was carried out by laparoscopy on 91 Merino sheep, with
frozen semen of both the treated group (41 sheep) and the
control group (40 sheep). The achieved fertility,
prolificacy and fecundity were assessed through
ultrasonography. The results showed no significant
changes as to mass mobility or the seminal volume of the
treated group. But its average collected spermatic
production was larger and i1ts semen quality was better
than the control group’s. The fertility of sheep
inseminated with fresh (I. A cervical) or frozen (1. A
laparoscopy) semen of the treated group was
significantly higher than the control group’s. According
to these preliminary data, it can be concluded that the
administration of Selenium 1In Merino rams with good
nutritional levels, leads to a significant improvement in
semen conservation and fertility.

Key Word: Ram; Selenium; Semen; Fertility; Crio
preservation.
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9. ANEXOS

El selenio se inyecté el 28 de febrero del 2008, a los
carneros con No. de caravana 3, 4, 8, 15 y 20. Se tomaron
como testigos (sin selenio) a los carneros con No. de
caravana 5, 6, 7, 10 y 16.

El carnero No.5 desaparecio.

En los carneros No. 8 Y 10, los valores de la 22 vuelta
fueron en el 3° eyaculado, eso pudo haber variado el
volumen y la concentracidén espermatica.

El dia 27 de noviembre del 2008 se inyecto selenio a
carneros con caravana No. 3, 4, 8 y 16.

Se tomaron como testigo (sin selenio) a los carneros
con No. de caravana 7, 10, 15y 11.

Las variables de respuesta Tfueron: volumen (mL),
concentracion (espermatozoides/mL), motilidad en fresco y
post congelado (%).

CUADRO No.1
Fecha 18/12/07
Volumen
No. peso CE |Color eyac.
Carav. |(kg)|CC |edad |(cm)|(concent.)|(mL) Movil.
3 63|4,25|4D 32| crema 0,9 4
4 56|3,75(4D 28 | crema 1,1 4
6 57 44D 34,5 |crema 1 3,5
crema
7 63 414D 33| claro 0,9 4
8 63| 3,5|4D 31 |{crema 1,2 3
10 67| 4,5|BLL 33,5|crema 1 4
11 45| 3,5|2D 35(crema 0,7 4
crema
15 55 42D 40 |claro 0,8 3
16 50 4 |BLL 29| crema 1,2 4
20 63 414D 30 (crema 0,7 3,5




CUADRO No. 2

Fecha 22/2/08
1© eyaculado
Volumen

No. color Eyaculado
Carav. |edad|(concent.) |(mL) movil.
34D crema 1 3
414D crema claro 1 3
64D crema 1,3 3
714D crema 1 4
814D crema 0,5 4
10|BLL |crema claro 0,5 3
11(2D crema 1 3,5
15|2D crema claro 0,9 2
16 |BLL |crema claro 0,9 4
204D crema 0,8 3,5

2° eyaculado
34D crema 0,9 3
414D lechoso 0,8 2
64D crema 1,1 3

crema

714D oscuro 1,2 4
814D crema 0,7 4
10|BLL |crema claro 0,8 3
11(2D crema 0,9 3
15|2D crema 1,4 3
16 |BLL |crema claro 0,7 4
204D crema claro 1,3 3,5




vol
(prom.) millones/mL |movi l idad
1,45 2000 3
0,9 1300 2,5
1,2 2000 3
1,1 2400 4
0,6 2000 4
0,65 1600 3
0,95 2000 3,25
1,15 1800 2,5
0,8 1600 4
1,05 1800 3,5
prom.0,985 |prom. 1850 |prom. 3,28

CUADRO No. 3

Fecha 28/2/08
Ensayo con selenio

No.
caravana|concentracion|concentracion

1© eyaculado |2° eyaculado

5 2000 1750
6 2000 2000
7 1750 2400

ElI carnero No.5 desaparecio.
Los carneros cuyo numero de caravana tiene fondo verde,
son a los que se les inyect6 selenio.



CUADRO No.4

Fecha 29/04/2008

1© eyaculado

No.
caravana

CE Color
(cm) | (concentracion)

movilidad

volumen
eyaculado

(mL)

10| 35crema | 2,75 0.8

| 16] 30jcrema |  2,75| 0,9

2° eyaculado

No.
carnero

CE color
(cm) | (concentracion)

movilidad

volumen
eyaculado

(mL)




vol prom millones/mL |movi lidad

2000 2,875

0.8 2000 2,75

prom 2,963

prom 0,92 |(prom 1940

0,93 1900 3,06 |con selenio
0,9 2000 2,8 |testigo

En los carneros No. 8 Y 10, los valores de la 22 vuelta
fueron en el 3° eyaculado, eso pudo haber variado el
volumen y la concentracion espermatica.

CUADRO No. 5
Fecha 06/05/2008
lectura en el
densimetro

ne peso 1° 2°
caravana CCledad |eyaculado|eyaculado

6 52 3,5 4D 25 20

7 64 (4,25 |4D 20 10

|
10 | 68 |4,25 [BLL | 30 | 40 |
|

|




CUADRO No. 6

Fecha 29/05/2008
No. Tiempo Calidad del
caravana |(min) semen

6|1 a2 muy bueno
713 ab regular

El dia 27 de noviembre del 2008 se inyecto selenio a
carneros con caravana No. 3, 4, 8 y 16.

Se tomaron como testigo (sin selenio) a los carneros
con No.de caravana 7, 10, 15 y 11.

CUADRO No. 7
26/11/2008
azul de metileno
No.
caravana |segundos|minutos calidad
67 1,11 |muy bueno
130 2,16 |bueno
75 1,25|muy bueno
85 1,41 muy bueno
10 123 2,05 |bueno
13 70 1,16 |muy bueno
75 1,25 |muy bueno
90 1,5|muy bueno
90 1,5|muy bueno




CUADRO No. 8

Fecha 29/12/08
1© eyaculado

volumen
No. color eyacu.
Carav. (concent.) (Movili.| (mL) millones/mL

10 | crema 4 1,2 2000
15| crema 3 1 2000
7| crema 3 1,1 2500

11 |crema 4 0,8 3000
2° eyaculado
volumen
No. color eyacu.

(concent.) ([Movili. |(nL) millones/mL

1,2 4000

crema
15| claro 3 0,8 3500
7|crema 4,5 1,6 4000

11 |crema 4,5 1 3000

Tiempo (min)
No. 1° 20

Promedio




10
eyaculado

2° eyaclado

Promedio

millones/mL

millones/mL

2000 4000 3000
2000 3500 2750
2500 4000 3250
3000 3000
con selenio 3656
testigo 3000

volumen (mL)

1° |2°

prom(mL)

,2 1,2
1 0,8
1,1 1,6 1,35
0,9
con selenio 0,99
testigo 1,09




CUADRO No.9

0370272009
CALIDAD DE SEMEN PRECONGELADO:
COLOR MOVILIDAD |VOLUMEN (mL)
3|Crema 4 1,5
4 |Crema 4 2
crema
14 |oscuro 3 0,5
7| Crema 3,5 1
crema
10 |oscuro 4 0,5
crema
15| claro 3 1,5

CUADRO No.10

CALIDAD SEMEN POST-CONGELACION (3/2/09) ]
MOVILIDAD POSTCONGELACION

MEZCLA DE SEMEN DE
CARNEROS

0 h

2 h

SELENIO (3, 4, 14) [50-60%
TESTIGO (7,10,15) 35-45%

30-35%

25-30%

Oh |2 h

con selenio

55 32,5

Testigo

40

27,5




CUADRO No.11
Resultados reproductivos

Administracion de selenio a los carneros 3 semanas
previas al servicio.

machos fertilidad Prolif. |Fecund.
repaso
1.A (17/4-
(374/08) [8/5) total
c/selenio
(n=184) 51,1 46,8 97,9 1,01 99
testigo
(n=191) 38,2 53,9 92,1 1,01 93,7
p<0,01 p<0,01 p<0,01
sig- no sig. |sig. no sig |sig




