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RESUMEN

En este trabajo, se utilizaron nuevas metodologias en el andlisis de semen fresco
de carneros Merino Australiano, con y sin suplementacion de selenio (Se), con
el objetivo de mejorar la seleccion de los mismos, para su utilizacién en
programas de reproduccion. Se formaron dos grupos, cada uno de 7 carneros,
uno suplementado para lo cual se inyecto por Unica vez via subcutanea 1 cc/50kg
de peso vivo de Selfos plus® (selenito de sodio 0,3479/100mL, laboratorios
Agrolnsumos S.A.), y el otro testigo. Al inicio del ensayo se realizé examen de
aptitud reproductiva, condicién corporal y peso vivo. A los 70 dias pos
suplementacion se extrajo semen a todos los carneros, las muestras se
evaluaron a campo y en laboratorio, en este utilizando el sistema computarizado
ISASV1®. No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en
ninguno de los parametros evaluados en ambas metodologias. Se observo
diferencia significativas en la determinacion de concentracion espermatica entre
el método manual y el automatizado (p<0,05). Los resultados preliminares
obtenidos en este ensayo no muestran mejoras en la calidad seminal en los

animales suplementados con Se, bajo las condiciones de este ensayo.

La diferencia significativa en la determinacién de la concentracion a favor del
sistema ISASv1 es una ventaja a tener en cuenta en la preparacion de semen
para programas de IA especialmente en aquellos reproductores con alto valor

genético.



SUMMARY

In this work, new methodologies were used in the analysis of fresh semen of
Australian Merino sheep, with and without selenium supplementation, with the
objective of improving the selection of these, for use in breeding programs. For
this, 1 cc / 50 kg live weight of Selfos plus® (sodium selenite 0.347g / 100mL,
laboratories Agrolnsumos S.A.) was injected once by subcutaneous injection.
Two groups of 7 rams were formed each, one supplemented and one control. At
the beginning of the test, the test was performed on reproductive fitness, body
condition and live weight. At 70 days post supplementation, semen was extracted
from all rams. The samples were evaluated in the field and in the laboratory, using
the ISASv1® computer system. No significant differences were found between
treatments in any of the parameters evaluated in both methodologies. A
significant difference was observed in the determination of sperm concentration
between the manual and automated methods (p <0.05). Preliminary results
obtained in this trial do not show improvements in seminal quality in animals
supplemented with selenium, under the conditions of this assay.

The significant difference in the determination of the concentration in favor of the
ISASv1 system is an advantage to be taken into account in the preparation of

semen for Al programs especially in those reproducers with high genetic value.



INTRODUCCION

En Uruguay la produccién ovina representa un pilar en la actividad agropecuaria,
en el afio 2015 el rubro aporté U$324 millones al PBI, de los cuales el 70 %
corresponde a lana y sus productos (SUL; 2016).

Desde hace algunos afios la ganaderia, principalmente la ovina, se enfrenta a
presiones competitivas por los recursos naturales por parte de otros rubros de
mayor conveniencia econémica, por lo tanto se hace necesario un incremento
de la productividad y calidad mediante la mejora de la eficiencia en el uso de los
factores de produccion. Se sefiala la eficiencia reproductiva de la majada
nacional como la mayor restriccion que enfrenta el rubro para su crecimiento
sustentable. Los indicadores de produccion para la cria, relevados en los ultimos
20 afios, determinan un porcentaje de sefialada que ha oscilado entre el 50 y
70% con una caida del 2% en el afio 2015 respecto al 2014 (DICOSE, 2015.
MGAP).

En Uruguay la produccién de lana superfina de la raza Merino surgié como una
alternativa de valorizacion y mejora de la competitividad del rubro ovino en las
regiones de Basalto y Cristalino, particularmente para aquellos productores
laneros que desarrollan sus sistemas productivos sobre suelos superficiales con
escasas posibilidades de diversificacion de la produccién (Montossi y col, 2007).
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.

A nivel internacional se reporta que la administracion de Se mejora la fertilidad
de los carneros y de las ovejas, la supervivencia neonatal y el crecimiento de los
corderos (Balicka- Ramisz, 2006). Asimismo, en Uruguay, bajo nuestras
condiciones de cria a campo natural (Basalto), la administracién de Selfos plus®
(selenito de sodio 0,347g/100mL, laboratorios Agrolnsumos S.A.) en carneros,
muestra una significativa mejora en la fertilidad del semen fresco y congelado
(Fernandez Abella y col, 2013).



En ovinos, la evaluacion de la aptitud reproductiva de los carneros se realiza
para asegurar y categorizar su potencial habilidad para desarrollar una prefiez
saludable a término. Dicha evaluacion se basa en un examen fisico que incluye
la determinacion de la circunferencia escrotal y valoracién del semen: volumen,
color, olor, movilidad, concentracion, reduccion de azul de metileno (Fernandez
Abella 'y col 2013).

En base a esto, los carneros se clasifican en tres categorias: satisfactorio,
cuestionable e insatisfactorio (Ley y col, 1990). La motilidad de masa e individual
y la concentracion espermatica, son parametros comunmente considerados
entre las numerosas variables que se tienen en cuenta al seleccionar un carnero,
ya sea para servicio natural o para la crio preservaciéon del semen, pero a la vez
es aceptado que el examen basico del semen no tiene una gran correlacion con
la capacidad fertilizante de la muestra estudiada. Por lo tanto, es un reto para
los profesionales del area predecir la capacidad de fertilizacion, debido a que no
existe un solo pardmetro que prediga la fertilidad "in-vivo".

La incorporacion de tecnologia de ultima generacion en el analisis de semen
ovino, mediante el sistema Computer Assisted Sperm Analysis (CASA), permite
cuantificar de forma automatizada pardmetros como morfologia y grado de
fragmentacién de la cromatina de los espermatozoides frente a los parametros
utilizados tradicionalmente a nivel de campo (prueba de azul de metileno,

concentracion, motilidad).

Utilizando un sistema CASA para evaluar semen de forma automatizada, nos
proponemos refrendar (comparar) este método frente a la forma tradicional a
campo; para la evaluacion de semen de carneros suplementados y no
suplementados con Se, con el objetivo de mejorar la seleccion de los machos

para ser utilizados como reproductores.

Por todo lo anteriormente expuesto en este trabajo se propone estudiar que la
calidad del semen de carneros suplementados con Se es diferente a la de
carneros no suplementados y también probar la incorporaciéon de nuevas

tecnologias, mejorando la seleccion de los carneros frente al método tradicional.



REVISION BIBLIOGRAFICA:

Aparato reproductor masculino

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

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

testiculos y el pene (Dyce y col., 1999).

Testiculos

La forma de los testiculos es la de un ovoide y estan contenidos en el saco
escrotal con su eje dispuesto verticalmente. El tejido testicular normal es de un
color blanco amarillento. El mediastino es central y muy sultil, razén por la cual
los I6bulos testiculares no son bien visibles. El testiculo esta cubierto por la hoja
visceral de la tanica vaginal. Por debajo de ésta hay una capsula de tejido
conectivo denso denominada tunica albuginea. En el carnero adulto el peso varia
entre los 200 y 400 gr. El desarrollo testicular esta directamente relacionado con

la produccién espermatica.

En promedio por cada gramo testicular se producen de 20 a 25 millones de
espermatozoides por dia (Fernandez Abella, 2003). Para que la
espermatogénesis se desarrolle normalmente, es necesario que la temperatura
testicular sea 4 — 5°C inferior a la rectal (39°C), (Fernandez Abella, 2003).
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El testiculo tiene tres compartimentos funcionales. El tejido intersticial que
contiene células de Leydig, rodea los tubulos seminiferos. Los otros dos
compartimentos se localizan dentro de los tubulos seminiferos, basal y
adluminal. EI compartimento basal contiene espermatogonias que se dividen por
mitosis y el adluminal constituye un medio especial en el que los espermatocitos
inician y contindian las divisiones meio6ticas hasta diferenciarse en espermatida y
por ultimo en espermatozoides. En los tibulos seminiferos, las células de Sertoli,
proporcionan apoyo y nutrientes a las células germinales en desarrollo, se
extienden desde el compartimento basal hasta el adluminal (Cunningham y
Klein, 2009).

Epididimo

Esta muy desarrollado en el carnero y se encuentra firmemente adherido por
tejido fibroso al testiculo. La cabeza de éste es aplanada y ligeramente curva, se
ubica en el polo superior del testiculo y colocandose lateralmente se contintda
con el cuerpo. El cuerpo con forma de cilindro aplanado recorre lateralmente el
borde posterior del testiculo y en el extremo inferior de éste, se continta con la
cola. La cola estd muy desarrollada y semeja la seccién de un ovoide con la base
aplicada a la extremidad inferior del testiculo. Da nacimiento al conducto
deferente (Carlos A. Robles, 2004).

El epididimo cumple tres funciones esenciales:

Transporte espermatico. Los espermatozoos se movilizan hacia el canal
deferente y la uretra. El transporte se ve facilitado por la presion intra testicular,
el movimiento de las cilias existentes en los canales eferentes, los movimientos
peristalticos del canal del epididimo y por las secreciones de liquido desde los
tubulos seminiferos y de la red testicular. La duracion del transito por el epididimo
es variable siendo en promedio unos 14 dias (Fernandez Abella, 2003).
Maduracion espermatica. Durante el pasaje por el epididimo los espermatozoos
sufren modificaciones morfoldgicas y fisiol6gicas que los capacita para fecundar.
No obstante, deben sufrir otros procesos en el aparato reproductor femenino

para poder penetrar en el 6vulo (Fernandez Abella, 2003).

11



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

Conducto deferente

El conducto deferente, muy sutil en los carneros, se origina de la cola del
epididimo y comienza con un trayecto tortuoso, luego se hace recto, recorre el
borde posterior del cordon espermatico y luego se dirige internamente,
colocandose lateralmente de la vejiga, donde presenta una ampolla (Carlos A.
Robles, 2004).

Tunica vaginal y corddn espermatico

El proceso peritoneal (tunica vaginal) que envuelve al testiculo es una
evaginacion del revestimiento del abdomen a través del canal inguinal (Dyce y
col., 1999).

El corddn espermatico consiste en su mayor parte en la arteria y las venas

testiculares.

Glandulas anexas

Las glandulas anexas son otros componentes importantes del aparato
reproductor. Ademas de las ampollas, se encuentran las vesiculas seminales, la
prostata y las glandulas bulbo uretral. Ellas le dan fluidez, volumen y movilidad
al eyaculado (Duran Del Campo, 1980).
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Pene

Esta es la parte final del tracto reproductivo masculino y su funcion es la de
depositar semen en el tracto vaginal de la hembra. El pene finaliza en un tubo
estrecho llamado el proceso de la uretra que pulveriza el semen alrededor del
cuello del utero de la oveja. El prepucio protege el pene, excepto durante el
apareamiento.

Presenta una longitud de 40 centimetros pudiendo dividirse en tres partes: la
raiz, el cuerpo y el glande. Es de naturaleza fibroelastico en el carnero. La raiz
esta unida a la pelvis por dos ramas laterales que se prolongan formando las
bandas laterales del cuerpo del pene. Estas y una tercera banda central se unen
para formar el cuerpo cavernoso. La banda central llamada también cuerpo
esponjoso rodea la uretra.

Los dos musculos retractores del pene, que controlan la longitud de la salida del
pene (aproximadamente 5 cm) mediante su accion sobre la flexura sigmoidea
estan insertos sobre las vértebras sacras. El glande es la parte terminal del pene,
donde desemboca la uretra a nivel del surco superficial ventral del cuerpo
cavernoso. La uretra presenta una prolongacion rizada de 3 a 4 centimetros
denominada proceso uretral o apéndice vermiforme. Este apéndice actia como
latigo impulsando el semen contra el cuello del Utero. La ausencia por extirpacion
no afecta la fertilidad (Fernandez Abella, 2003).

Pubertad

Segun Davis y col, 1986 La pubertad en corderos machos se basa en el
desarrollo del pene, pardmetros de la espermatogénesis, cambios testiculares y
cambios hormonales. Sin embargo Amann y Schanbacher, 1983 describen a
efectos practicos, aunque la pubertad es un proceso paulatino, en carneros se
puede definir la pubertad como la edad cuando el eyaculado contiene 50 x 10°
espermatozoides/mL y presenta por lo menos un 10% de células mdéviles.

La maduracién postnatal del aparato reproductor masculino implica una serie de
cambios en las caracteristicas morfolégicas, funcionales y bioquimicas que son
un requisito previo para la produccion y la transferencia de gametos viables
(Desjardins, 1978).
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Esta serie de cambios dan como resultado el desarrollo testicular, la
diferenciacion de las células germinales en el testiculo, la activacion de las
células de Sertoli y de las células de Leydig y el desarrollo de las glandulas
sexuales accesorias. El desarrollo sexual, tal como se indica por el crecimiento
de los drganos reproductivos y por la realizacion de la espermatogénesis en
forma completa, parece estar mas estrechamente relacionado con el crecimiento
del cuerpo que por la edad cronolégica (Dyrmundsson, 1973). Por lo tanto el nivel
de nutricion durante la cria, o cualquier alteracidon en el crecimiento, puede tener
una marcada influencia en el desarrollo puberal.

En el cordero inmaduro, el glande del pene y el apéndice vermiforme de la uretra
estan completamente adheridos al prepucio (Dyrmundsson, 1973). La
separacion de estas adherencias ocurre en forma gradual, dandose primero a
nivel del proceso uretral y a continuacién en el glande. En la pubertad, el pene
se encuentra totalmente libre dentro del prepucio y se puede exponer.

Savoie y col., 1981 han clasificado el desarrollo de la secrecion postnatal de LH
en tres fases. Una primera fase de aumento de LH durante las dos primeras
semanas de vida. El aumento de los niveles de LH durante esta fase es debido
a un aumento en la amplitud de los picos de la misma. Una segunda fase
caracterizada por altas concentraciones sanguineas de LH con alta variacion
entre semanas (desde la tercera semana después del nacimiento hasta la
semana 8-11) y la tercera y Ultima fase post puberal cuando baja la

concentracion sanguinea de LH (Wilson y Lapwood, 1979; Pelletier y col., 1981).

Con respecto a la FSH, los niveles plasmaticos aumentan a partir del nacimiento
hasta las 8-10 semanas de edad. Este aumento es esencial para el desarrollo
normal de los testiculos, establecimiento de la poblacién de células de Sertoli y
el comienzo y mantenimiento de la espermatogénesis (Kilgour y col., 1998).
Luego disminuye en forma similar al perfil de secrecion de la LH (Lee y col., 1976;
Savoie y col., 1979; Walton y col., 1980).

Las células de Leydig producen la hormona sexual masculina conocida como
testosterona. Cada pulso de LH induce un aumento de testosterona plasmatica.
El establecimiento de esta relacion es un elemento clave en la maduracion

sexual de los corderos (Wilson y Lapwood, 1979).
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Sin embargo, durante el primer mes de vida el testiculo no es capaz de responder
a todos los pulsos de LH (Lafortune y col., 1984).

Luego del primer mes de vida aumenta la capacidad de las células de Leydig de
responder a la LH, alcanzando su plenitud hacia las ocho semanas de edad
(Foster y col., 1978).

La mayoria de la testosterona se conduce a la circulacion general, resultando
de gran importancia para el desarrollo y mantenimiento de la libido, la actividad
secretoria de los 6rganos sexuales accesorios y las caracteristicas secundarias
asociadas al fenotipo masculino, tales como el aumento de la masa muscular y

esquelética (anabolismo) (Ungerfeld, 2002).

Espermatogénesis

La espermatogénesis en el carnero demanda unos 63 dias, resultante de sumar
49 dias para formar espermatozoides y 14 dias para la maduracién esperméatica
en epididimo(Simonetti y col.,2014). Se define como el desarrollo de la célula
germinal masculina en el mamifero adulto, o como la suma de las
transformaciones que resultan en la formacion de espermatozoides a partir de
espermatogonias, al mismo tiempo que se mantiene constante la cantidad de
éstas Ultimas (Cavestany, 1986). Este proceso se lleva a cabo dentro de los
tubulos seminiferos. Si bien la aparicién de los primeros espermatozoides en el
eyaculado de los carneros varia segun las razas, en general se observan entre
los 3y 5 meses de edad (Fernandez Abella, 1993).

Las principales hormonas hipofisarias que controlan la espermatogénesis son la
LH y la FSH (Amann y Schanbacher, 1983). La LH gobierna la actividad de las
células de Leydig, mientras que la FSH actlua sobre las células de Sertoli. La
iniciacion de la espermatogénesis depende mas del desarrollo del animal que de
su edad (Courot, 1962). EI nimero de células de Sertoli en los testiculos de un
animal condiciona el numero de células germinales que dicho animal puede
producir, lo que limita la capacidad de produccion espermatica (Orth y col., 1988).
Los gonocitos retoman su actividad mitética y comienzan a diferenciarse
aproximadamente a los 2 meses de edad en los corderos machos, lo que lleva a

un incremento del tamarfio testicular (Courot, 1962).
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La presencia constante de LH es necesaria para que la actividad
espermatogénica sea normal, debido a que de esta hormona depende la
produccion de testosterona.

Evans y Maxwell (1990) detallan que la FSH es necesaria para iniciar la
produccion de espermatozoides en la pubertad o al comienzo de la estacion
reproductiva, pero no parece ser necesaria para el mantenimiento de la
espermatogénesis.

La FSH parece ser de mayor importancia en mantener el numero normal de
células de Sertoli durante el periodo prepuberal (Kilgour y col., 1998).

Existen otras hormonas que pueden influir en la actividad espermatogénica. Tal
es el caso de la prolactina, que estimula la espermatogénesis a través de un
incremento del numero de receptores a LH presentes en las células de Leydig
(Sharpe, 1982).

Factores que influyen en la espermatogénesis

Esta demostrado que el sistema neuroendocrino reproductivo de los carneros es
altamente sensible a cambios en la nutricion (Wood y col., 1991a) y en los
corderos machos, afecta marcadamente el inicio de la pubertad (Pretorius y
Marincowitz, 1968). Los alimentos que contienen alto porcentaje de proteinas
logran incrementar aproximadamente un 40% la produccién espermatica
(Oldham vy col, 1978; Cameron y col 1988). En cambio, los que son ricos en
energia provocan procesos degenerativos en la maduracion espermatica (Gunn,
1942; Galloway, 1966). Los animales inmaduros son méas susceptibles que los
adultos a deficiencias nutricionales y en algunas circunstancias pueden sufrir
dafios permanentes en la funcion reproductiva (Ferrel, 1991). En el periodo
prepuberal, la desnutricion da como resultado generalmente un desarrollo sexual
retardado, caracterizado por un retraso en el inicio de la pubertad, por la
aparicion tardia de los genitales externos y supresion de la espermatogénesis
(Reid, 1960; Baronos y col., 1969; Leathem, 1975). Esto estaria explicado porque
una subnutricion retrasa el proceso de maduracion a nivel de hipotalamo e
hipdfisis (Short y Adams, 1988), donde se inhibe la liberacion de GnRH,
disminuye las reservas hipofisarias (Alkass y col., 1982) y disminuye la cantidad
de picos plasmaticos de LH (Lindsay y col., 1984), con la consecuente caida de

la produccién de testosterona (Setchell y col, 1965).

16



En lo referido a estacionalidad, sensibilidad del carnero al fotoperiodo no es tan
marcada como en la oveja. A diferencia de las ovejas que sdélo producen 6vulos
durante cierta época del afio, los carneros producen espermatozoides de manera
continua.

Sin embargo, la eficiencia reproductiva varia a lo largo del afio, coincidiendo la
época ciclica de las ovejas con el mejor desempefio reproductivo de los
carneros.

El peso y tamafio testicular alcanza su maximo desarrollo en el otofio (300
gramos en promedio; circunferencia escrotal de unos 30-32 cm), lo que asegura
una produccion espermética mayor.

La calidad espermatica también esta afectada por el fotoperiodo, de modo que
durante los dias largos se tornan mas frecuentes las alteraciones morfolégicas,
tales como la presencia de gota citoplasmatica y las anomalias en acrosoma. En
las razas mas estacionales la libido esta afectada por las horas de luz,
disminuyendo durante la primavera/verano (Simonetti, y col 2014).

La duracién de la secrecion nocturna de la melatonina sigue un ritmo circadiano
enddégeno y actia como un mensaje pasivo que provee informacién al eje
hipotalamo-hipofisis-gonadal, activando o inhibiendo su accion (Reiter, 1993).
Dacheux y col. (1981) registraron que la produccion del parénquima testicular es
50 a 80% menor en primavera que en otofio. Los cambios estacionales en la
actividad reproductiva en los carneros son menos evidentes cuando se
mantienen cerca de la zona ecuatorial. Esto se debe a que, en estas areas, los
cambios en el fotoperiodo son menos pronunciados (Souza y col., 2007). Hay
notorias diferencias entre razas ovinas, y existe un vinculo entre el origen
geografico de una raza ovina y su grado de estacionalidad. En términos
generales, cuanto mas cercano a los polos geograficos es el origen de una raza,
mas marcada es la estacionalidad reproductiva que presenta (Bronson, 1988).
Con respecto a razas con mayor aptitud carnicera o lechera tienden a producir
semen de mayor concentracion espermatica que las razas de aptitud lanera.
También se reporta una mayor prepotencia o conducta sexual en los machos
carniceros o lecheros (Simonetti y col., 2014).

En un estudio realizado por Fernandez Abella y col. (1993) se demostré un

descenso del 10% de la produccion espermatica en la raza Corriedale en
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comparacion con Ideal, Merino y Merilin, constatada por una menor produccion

por volumen testicular, lo que reduce la espermatogénesis.

Semen

El semen es el producto de la mezcla del material fluido y morfoldgico. El primero
es producido por los conductos excretores y glandulas anexas del aparato
genital, siendo estas las vesiculas seminales, préstata, glandulas de Cowper,
littre y uretra. En cuanto a la parte morfologica, esta es producida por los
testiculos, espermatozoides (Duran Del Campo, 1980).

El carnero emite un promedio de volumen de semen de 0.8 a 1 cc2. Del mismo
el 74% corresponde a liquido seminal y 26% a los espermatozoides .El fluido
seminal presenta una pH acido de 6.5 a 6.8. Contiene un 86% de agua y el 14%
restante es materia seca, siendo la misma diversas sales inorganicas y trazas
minerales. En cuanto a los carbohidratos la fructosa es la mas importante y
abundante, la misma es la causante de proporcionar energia al espermatozoide

mediante su desdoblamiento quimico (Duran Del Campo, 1980).

Técnicas de extraccion de semen

Hay basicamente dos maneras de obtener semen de un carnero, ello es a través
del uso de una vagina artificial o de la electro estimulacién.

La extraccion con vagina artificial necesita en general de un entrenamiento del
carnero, una rampa para saltos (no es imprescindible), un cepo y una hembra en
celo. Es una técnica poco traumética por lo que es recomendable su uso en
carneros destinados a la producciéon de semen en programas de Inseminacion
Artificial.

La electro estimulacién por su lado es de aplicacion mucho mas sencilla, pero
MAas cruenta que la anterior, por lo que es la técnica indicada para obtener semen
ocasionalmente, como ocurre cuando se quiere obtener una muestra de semen
para chequear la presencia de una enfermedad que afecta el aparato reproductor
del macho (Robles, 2004).
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Por vagina artificial:

En este caso se usa un instrumento denominado vagina artificial, que simula las
caracteristicas de la vagina de la oveja. Los elementos de la vagina artificial que
van a estar en contacto con el pene y el semen del carnero deben ser
convenientemente lavados y desinfectados en razon de que la muestra debe ser
tomada en la forma més aséptica posible.

Con respecto al carnero se aconseja realizar una buena higiene de la zona
prepucial consistente en el recorte de pelos prepuciales, lavado con solucion
fisiolégica o algun desinfectante suave, lavado y secado de toda el area.

Una vez cumplidos con estos requisitos, se puede realizar la extraccion del
semen. Para ello se debe contar con una hembra en celo, ya sea éste natural o
estimulado artificialmente, que se coloca en una rampa o cepo para el salto. Se
acerca el carnero, se espera que se excite y finalmente se lo deja montar. En el
momento del salto y cuando el carnero desenvaina, se toma el pene con una
mano Yy se lo desvia dentro de la vagina artificial dentro de la cual el carnero
eyaculara. Una vez obtenido el eyaculado, retiramos el tubo colector de la punta

y tapamos rapidamente para evitar contaminaciones (Robles, 2004).

Por electro estimulacion:

En esta variante, que consideramos la mas practica para la evaluacion sanitaria
del semen, se usa un electro estimulador que consiste en una fuente productora
de electro estimulos regulables en intensidad y frecuencia, conectado por un
cable a un electrodo bipolar. Al igual que para el caso anterior es necesario hacer
una buena higiene de la zona prepucial lavando con solucién fisiolégica o un
desinfectante suave sin olvidar secar el area lavada.

El carnero es colocado en el suelo o sobre una tarima, en decubito lateral. Un
asistente situado sobre el dorso del animal, sujeta a este apretandolo por los
ijares y tomando los miembros posteriores, tira de estos hacia atras.

A continuacion se tracciona del pene hasta tenerlo totalmente fuera de la cavidad
prepucial, y tras higienizarlo, lo envolvemos por detras del glande con una gasa
lo que nos permitirdA mantener con seguridad el pene fuera de la cavidad

prepucial.
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El electrodo es entonces lubricado con vaselina o similar e insertado en el recto
del carnero a una profundidad de 10 a 15 cm., coincidiendo aproximadamente
con la ubicacion de las glandulas seminales.

Se coloca el extremo del glande dentro del tubo donde recolectaremos el semen
y se comienza con los estimulos eléctricos, que suaves y lentos al principio, se
van incrementando paulatinamente hasta lograr la excitacion del animal y la
ereccion del pene, lo que se logra con 6 a 10 revoluciones. En ese momento, se
interrumpe por unos segundos la estimulacion, se mueve el electrodo
colocandolo un poco mas adentro del recto esta vez y se da un nuevo estimulo
breve de no mas de media vuelta y normalmente se produce la eyaculacion
(Robles, 2004).

Evaluacién del semen

En un eyaculado fecundante, las cualidades que deberian tener los
espermatozoides son motilidad progresiva, morfologia normal, metabolismo
energético activo, capacidad para desarrollar una motilidad hiperactivada,
integridad estructural y funcional de la membrana, integridad de las enzimas
asociadas a la fecundacion, capacidad de penetracién y transferencia optima del
material genético (Graham, J.K., 1996).

Evaluacién macroscépica

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

-Color

El color del semen se observa en primer término, debiendo el mismo ser blanco-
lechoso o cremoso palido, segun la concentracion de espermatozoides
(Fernandez Abella, 2003).
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Tabla N°1 Concentracion espermatica segun color seminal

Tonalidad Millones/ml
Crema muy oscuro 4000
Crema oscuro 2800
Crema 2000
Crema claro 1600
Lechoso 1000
Lechoso claro 500
Nublado 100

Claro Insignificante

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

- Volumen

En cuanto al volumen, normalmente se encuentra entre 0,5 y 2,0 mL, esto
depende de la excitaciéon previa del animal, de la época de afio en que se realiza
la colecta, la edad del mismo, nimero de eyaculados por dia y el método de
colecta (Fernandez Abella, 2003).

- Olor
El semen debe de ser inodoro, si presenta olor, puede ser causado por infeccion

0 contaminacion por orina (Fernandez Abella, 2015).

- Motilidad en masa

Se observa en el propio tubo de colecta. Se puede observar ondas que son
producto de la concentracion espermatica, movilidad de espermatozoides y

porcentaje de células espermaticas vivas (Fernandez Abella, 2003).
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Relacion entre la movilidad grupal (masal) y el porcentaje de espermatozoides

moviles del semen:

Tabla N°2 Motilidad masal

Movilidad individual

Grado Movilidad masal (macroscépica) . .
(microscopica)

0 Sin corrientes Sin movimiento progresivo

1 Pocas corrientes 20% de movimiento progresivo

2 Muchas corrientes moderadas 40% de movimiento progresivo

3 Muchas corrientes 60% de movimiento progresivo

4 Muchas corrientes rapidas 80% de movimiento progresivo

5 Numerosas ondas e fipo Casi 100% de maovimiento progresivo

tumultuoso rapidas y vigorosas

Fuente: Moule, 1951.

Evaluacién microscopica:

Estas pruebas son realizadas a microscopio, donde se evalia: motilidad
individual, movimiento en masa, concentracion, morfologia y vitalidad.

El movimiento en masa se realiza colocando una gota de semen en un
portaobjeto limpio, seco y entibiado a 37°C, se lleva a microscopio y se evalla.
En la evaluacién de la motilidad individual se verifica el porcentaje de
espermatozoides que presenten un movimiento progresivo o normal, ya que esto
determina que el espermatozoide avance y pueda fecundar (Fernandez Abella,
2003).

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

El estudio de la morfologia espermatica valora la incidencia de las diferentes
formas que se apartan de la morfologia normal de los espermatozoides. El
conocimiento del impacto negativo que tienen elevados porcentajes de
anormalidades esperméticas, fundamentalmente las de cabeza, sobre la

fertilidad de los carneros (Hulet y col., 1965),
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asi como, la disponibilidad de técnicas accesibles para evaluarla, justifican su
incorporacion cuando se evalia semen. El concepto de defectos primarios y
secundarios sirve bien para evaluar la aptitud reproductiva.

Cabe recordar que por definicion, un defecto primario es aquel que se origina
durante la espermatogénesis dentro del testiculo y un defecto secundario, el que
se origina dentro del epididimo o en el laboratorio.

Blom, citado por Barth, 1990, introdujo un sistema de clasificacion en defectos
mayores y menores. Un defecto mayor es aquél que, presente en gran numero,
ha sido asociado con infertilidad. Los defectos menores son desviaciones que
hasta ahora no han sido asociadas con infertilidad. Este sistema de clasificacion
es abierto y deber& ser modificado a medida que avance el conocimiento.

Una nueva clasificacidon en defectos compensables y no compensables fue
propuesta por Saacke y col. (1994) Los espermatozoides con defectos
compensables son aquellos incapaces de alcanzar el oviducto o de participar del
proceso de fertilizacion. Tales espermatozoides tendrian poco efecto sobre la
fertilidad, si se insemina con un nimero suficiente de espermatozoides aptos. En
cambio, los espermatozoides con defectos no compensables (crateres y
vacuolas nucleares -defecto diadema-), acceden al oOvulo como los
espermatozoides normales, son capaces de penetrar la zona pellcida
desencadenar la reaccién cortical impidiendo la entrada de otros
espermatozoides. La presencia de este tipo de defectos suele ser la causa de
baja fertilidad dado que, luego de la fertilizacién, se desarrollan embriones de
mala calidad que mueren durante los primeros dias de gestacion. (Catena, 1999)
También es de importancia la medicion del pH, asi como las pruebas bioquimicas
como por ejemplo la prueba de la deshidrogenasa o reduccién del azul de
metileno, se basa en que los espermatozoides consumen la fructosa (azucar del
semen) transformandola en acido lactico.

Posteriormente este produce anhidrido carbdnico, agua vy libera hidrégeno. A
mayor actividad de los espermatozoides (mayor cantidad de vivos, menos formas
anormales) mayor liberacion de hidrégeno, el cual reacciona con el azul de
metileno que cambia de color. La prueba consiste en medir el tiempo que tarda
la mezcla en virar del color azul al blanco (Fernandez Abella, 2003).

23



Sistema automatizado de evaluacion de semen (CASA)

Un sistema CASA ("Computer Assisted Semen Analysis") es un sistema
automatico, objetivo y estandarizado para la evaluacion de la motilidad en
muestras de semen, nos informa tanto de la velocidad, como del nimero de
espermatozoides que se mueven.

El CASA permite la evaluacion automatizada y clasificada de la concentracion
espermatica y la motilidad (Osorio, 2013). Proporciona informacion precisa
acerca del estado funcional del axonema y de las membranas
esperméticas. De este modo se puede relacionar los datos que nos proporciona
con la fertilidad potencial de la muestra.

El software que contiene el CASA, identifica y mide automaticamente los
pardmetros de los movimientos de los espermatozoides en campos
microscépicos capturados con objetivo 10 x, y contraste de fase negativa.
También calcula porcentaje y concentracién espermatica de la muestra seminal.
Los resultados del analisis incluyen los pardmetros de: Velocidad curvilinea
(VCL), Velocidad media (VAP), Velocidad rectilinea (VSL), indice de rectitud
(STR), indice de linealidad (LIN), indice de oscilacion (WOB), Amplitud media del
desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH) y Frecuencia de
batido de la cabeza (BCF). El tiempo de analisis es de 1 segundo por campo
(Bernardi y col, 2011; Beriau y col, 2016).

Oligoelementos

El termino micro, oligoelementos o elemento traza se refiere a los elementos que
estan presentes en pequefias cantidades en la dieta y son necesarios en
pequefias cantidades para el organismo.

Tan solo 15 elementos minerales han demostrado ser esenciales para el ganado
ovino, entre uno de ellos se encuentra él Se (NRC, 2005).

Los minerales son necesarios para transformar la proteina y la energia de los
alimentos en componentes del organismo o en productos animales, ayudando al
organismo a combatir las enfermedades al mantener al animal en buen estado

de salud.
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Solos, asociados entre si 0 combinados con grupos organicos, los minerales
ejercen sus funciones esenciales a diferentes niveles dentro del organismo
animal, y a pesar que hay diferencias importantes entre los distintos elementos,
existe un esquema general para todos ellos.

Un lugar donde ejercen sus funciones especificas es a nivel tisular, con funciones
estructurales (formacion de huesos y otros tejidos de sostén) o funciones
metabolicas (componentes de enzimas o coenzimas, transmision del impulso.
En general, las carencias y/o desequilibrios de minerales producen un cuadro
de situacién nutricional que se manifiesta en los animales jovenes principalmente
con retardo del crecimiento y problemas osteoarticulares (Blood et al, 1986), y
en adultos, especialmente por problemas reproductivos (Gooneratne y col.,
1989; lgarza, 1994) y disminucion de la produccion.

Los mas afectados son los rodeos que estan alimentados exclusivamente a base

de pasturas y/o forrajes conservados de mala calidad (Corbellini, 1985).

Selenio

El Se es un elemento que se encuentra en forma constante pero en pequefias
cantidades en los tejidos animales. Investigaciones de tipo bioquimico, ubican el

Se como uno de los micronutrientes esenciales para los animales.

Metabolismo

El forraje es una de las fuentes de Se, como la selenometionina, se libera en el
rumen y no puede absorberse en dicho 6rgano en una cantidad apreciable. En
el abomaso, la absorcion es limitada, de alli pasa para absorberse principalmente
en el intestino delgado (Wright y Bell, 1996; Surai, 2006).

Sin embargo, no solo la cantidad del elemento en el suelo es importante, también
existen diversos factores que pueden afectar la concentracién de los minerales
en los forrajes, el tipo de suelo, la presencia de otros elementos competitivos,
presencia de contaminantes, las sucesivas fertilizaciones, las especies forrajeras
presentes, el clima, la estacion del afio y la edad de las plantas, son algunos de

los factores que pueden modificar y anular la posibilidad de que los animales
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cubran sus necesidades en microminerales durante el afio (Georgievskii y col,
1982).

Existe sin embargo una fuerte relacion entre las concentraciones de Se en el
suelo, las plantas y los tejidos de los animales que las consumen (Pastrana y col,
1991). Las plantas que crecen en este tipo de suelo sufren la deficiencia y la
deficiencia ocurrira en los animales que se alimentan con ellas. La metilo-seleno-
cisteina es el mayor compuesto selenificado en las plantas, demostrable en
raices como el ajo y la cebolla (Whanger, 2002).

Después de la absorcion intestinal, él Se es llevado al higado y vertido
nuevamente a la circulacion sanguinea, se distribuye en los diferentes érganos
del cuerpo y se almacena principalmente en los tejidos que contienen proteinas
(Krishnamurti y col., 1989).

La GSH-Px que representa el 75% del Se sanguineo esta contenida en el interior
de los globulos rojos (Oh y col., 1974; Hill y col., 1992).

Dicha enzima citosolica protege las células germinales, las proteinas y las
membranas de organulos del estrés oxidativo (Ursini y col., 1999).

Al profundizar en el estudio de los mecanismos patogénicos de las deficiencias
de Se, se observa una patologia oxidativa como causante de los disturbios
metabdlicos, esto se debe a la incapacidad de la GSH-Px para destruir peroxidos
gue se producen durante el habitual metabolismo aerobio.

Los mecanismos antioxidativos pueden clasificarse dentro de dos grandes
grupos; los enzimaticos y los no enzimaticos. El grupo de enzimas que catalizan
las reacciones de los radicales libres esta integrado por la superoxido-dismutasa,
la catalasa y la glutation peroxidasa; todas ellas actian acelerando las
reacciones por las cuales los radicales libres se reducen rapidamente a agua.
Los perdxidos se reducen mediante la reaccion general catalizada por la GSH-
Px, en la cual el glutation reducido (GSH) actia como donante de hidrégeno; a
continuacion el glutatiéon 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 hidrogeno (NADPH+H+).

Si la carga de oxidantes supera las defensas antioxidantes locales y generales,
estos compuestos altamente reactivos lesionan los tejidos al fijjarse a los

componentes estructurales basicos de las células como lipidos desencadenando
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una peroxidacion lipidica responsable de cambios estructurales y rotura de la
bicapa lipidica de las membranas celulares (Burk y Hill, 2005; Muifio y col., 2008).
Estas alteraciones organicas, relacionadas con disturbios oxidativos, adquieren
gran importancia con animales con deficiencia de Se en la dieta, asociados 0 no

a bajas concentraciones de vitamina E en la misma. (Silva, M 2015).

Disponibilidad en Uruguay

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

El Se se distribuye de forma desigual en la corteza terrestre (constituye
aproximadamente0, 09 ppm de la misma), los suelos que son derivados de rocas
volcanicas (Basalto), tienen un tenor pobre en Se debido a la volatilizacién que
sufriera este elemento durante la etapa ignea, caso contrario el de las tierras
arables que derivan de rocas sedimentarias, que son ricas en este mineral. El
21% de la superficie del Uruguay esta ubicada sobre suelo de Basalto, donde se
cria el 45% de la poblacién ovina del pais (4 millones) y mas especificamente alli
se cria el 70% de la poblacion de la raza Merino Australiano (Montossi y col,
2007).

Importancia del Se en la reproduccién

Existe informacion de paises de cria ovina extensiva como Australia y Nueva
Zelanda que muestran la importancia de los microelementos en la reproduccién
ovina. Se reporta que la administraciéon de Se mejora la fertilidad de los carneros
y de las ovejas, la supervivencia neonatal y el crecimiento de los corderos (Piper
y col, 1980; White y col, 1997; Van Ryssen y col, 1999; Balicka-Ramiscz, 2006).
Existen claras evidencias que los animales presentan mayores necesidades de

Se durante la etapa reproductiva,
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puesto que en las rutas metabdlicas de los organismos en desarrollo, con un alto
ndmero de mitosis, se originan gran cantidad de radicales libres como productos
intermedios (Lopez Alonso y col., 1997).

El Se 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
esperméticas testiculares. Niveles adecuados de Se mostraron un menor
namero o porcentaje de espermatozoides con anomalias morfolégicas, como asi
también una mayor concentracion de ATP en las células esperméticas y una

mayor tasa de fertilizacion (Kendall y col., 2000).
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HIPOTESIS:

- La calidad del semen de los carneros suplementados con Se es superior
a la de los no suplementados.
- La implementacion de nuevas tecnologias (CASA) en la evaluacion del

semen de carneros mejora la misma frente al método tradicional.

OBJETIVOS:
Objetivo general:

Mejorar la seleccion de carneros Merino Australiano, para su utilizacion en
programas de reproduccion, suplementando con Se e incorporando nuevas

metodologias en el andlisis de semen.
Objetivos especificos:

1-Comparar la calidad del semen resultante de la valoracion tradicional a
campo y la automatizada ISASv1, para carneros Merino Australiano cony sin

suplementacién de selenio.

2-Comparar la concentracion de espermatozoides determinada por el método

tradicional (a campo), frente al método automatizado ISASv1.
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MATERIALES Y METODOS:

El ensayo se llevé a cabo entre los meses de enero a mayo de 2015, en el

establecimiento “El totoral” propiedad de familia Grasso, siendo responsable del

mismo el Sr. Enrique Rodriguez Grasso. El predio esta ubicado sobre la ruta

nacional Coronel Gorgonio Aguiar, N° 31 km 29, departamento de Salto. Latitud

31°23'18.82"S, longitud 57°38'12.05"0.

Ubicacion del departamento de Salto

http://www?2.luventicus.org/mapas/uruguay/salto.qgif

Ubicacién de “El Totoral” en el departamento de salto

Departamento de Art,ga

Salto jEI totoral

Departamento de Saito

Fuente: Google Earth.
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Imagen del establecimiento

Google Earth

92m alt.ojo 735m

Fuente: Google Earth

Trabajo de campo

Manejo de los carneros:

El dia 31de enero de 2015 a un grupo de 40 carneros de raza Merino Australiano
se le realiz6 un estudio de aptitud reproductiva (medida de circunferencia
escrotal, condicion corporal, edad), extraccion y determinacion de la calidad del
semen, (pruebas macro y microscépicas, color, volumen, movilidad masal y
concentracion respectivamente). Se seleccionaron 14 animales para el ensayo,
cada uno identificados mediante caravanas numeradas.

Se determiné la condicion corporal segun la escala de Jefferies, 1961 y para
medir la circunferencia escrotal se utilizé una cinta métrica (exactitud = 0,1cm),
la edad se estimo por la denticion.

Todas las muestras de semen fueron extraidas el mismo dia y analizadas segun
Fernandez Abella; 2015.

Se realiz6 extraccion de semen mediante electroeyaculador modelo Electrojac
5, utilizandolo de acuerdo a las instrucciones del fabricante, aplicandoles a todos
los animales la misma cantidad de ciclos, en forma automatica. Los operadores
fueron profesionales entrenados en dicha técnica.
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En modo automatico, el circuito produce una serie de 32 ciclos, y cada ciclo
brinda una intensidad ligeramente superior. Cada ciclo dura 2 segundos, con una
pausa de 2 segundos. Diseflado para pasar por los 32 ciclos a menos que sea
interrumpido por el interruptor de encendido/apagado o el interruptor de
intervalo.

Las muestras se mantuvieron en un bafio termostatizado a 32°C durante la
evaluacion de la calidad seminal.

A la totalidad de los carneros utilizados en este ensayo se realiz6 el conteo de
huevos por gramo de materia fecal (HPG) utilizando la técnica de Mc Master
(Thienpont,1986), para estimar la carga parasitaria de nematodos
gastrointestinales en dos oportunidades, dia 0 y 70.

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

Dispert, Montevideo, Uruguay).

Se formaron dos grupos de 7 carneros homogéneos en cuanto a condiciéon
corporal (entre 3 y 4, Jefferies, 1961) y edad (diente de leche y 2 dientes)
Tablas N°3 y 4. A un grupo se lo dosifico con una sola dosis de Se, (grupo
suplementado), el otro no fue dosificado, grupo testigo. La suplementaciéon se
realizé con un producto comercial, Selfos plus® (selenito de sodio
0,347g/100mL, laboratorios Agrolnsumos S.A.) a la dosis indicada por el
fabricante (1lcc cada 50 kg de peso vivo) via subcutanea.

Ambos grupos de carneros estuvieron expuestos al mismo manejo alimentico

durante el ensayo, pastorearon rastrojo de soja, praderay campo natural.

A los 70 dias de la suplementacion, se obtuvo nuevamente una muestra de
semen de cada carnero mediante electro eyaculacion y se valoré segun lo

descrito anteriormente.
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Tabla N°3 Grupo suplementado:

Numero ‘ Denticion ~ CC ‘ CE Peso
12 DL 3 27 37
13 DL 3 27 49
16 2-D 3.75 35 46
18 2-D 3.5 30 47.5
19 DL 3.5 26 41
20 DL 3 27 39.5
23 2-D 3 28 46
25 2-D 3.5 30 44
27 2-D 3.5 30 59
28 DL 3 26 34
Tabla N°4 Grupo testigo:

Numero ‘ Denticién ‘ cC CE Peso ‘
10 DL 3 29 38
11 2-D 3.5 28 47
14 2-D 3.5 30 46.5
15 2-D 3.5 29 40
17 DL 4 26 43
21 2-D 3 25 41
22 2-D 4 27 46.5
24 DL 3 27 38
26 DL 3.5 32 51
29 2-D 3.5 25 35
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Tabla N°5 Composicidn de Selfos plus®

Formula Cantidades
Selenito de Sodio 0,347 g
Vitamina A (Retinol Palmitato) 1200000 U.I
Vitamina D2 (Ergocalciferol) 600000 U.I
Vitamina E (DL-a-Tocoferol Acetato) 2500 Ul
Glicerofosfato de Sodio 30g
Excipientes c.s.p. 100 mL

Manejo del semen y analisis del semen

Una vez colectado el semen, se realiz6 una valoracion a nivel de campo que
consistié en: medir volumen del eyaculado, concentracion y la motilidad de masa.
El volumen (mL) se determind mediante una pipeta graduada.

La concentracion espermética minima se estim6 mediante el color utilizando
Tabla N°1

La motilidad masal e individual del eyaculado se determind utilizando Tabla N°2

La concentracion espermatica (spz/ mL) se determiné a través del recuento de

espermatozoides en camara de Makler.

Las muestras de semen refrigeradas fueron llevadas al laboratorio de rumiantes
para su andlisis en el sistema ISASvV1®. Se procedié segun manual del sistema
para la utilizacion de los moédulos de motilidad y concentracion (Manual
ISASV1®, 2015).
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ANALISIS ESTADISTICO:

Disefio experimental

Se realiz6 un DCA (Disefio completamente aleatorizado) para probar el efecto
del agregado de Se inyectado a carneros Merino Australiano. Se seleccionaron
14 carneros, homogéneos en condicién corporal, CE y peso.

Se seleccionaron aleatoriamente 7 de ellos para el tratamiento y 7 quedaron
Ccomo grupo testigo.

Se midieron las variables volumen de eyaculado (centimetros cubicos),
concentracion (millones spz/mL), motilidad macroscopica y microscopica, tipo de
movimiento (estéticos, moviles progresivos y moviles no progresivos), velocidad
(estaticos, lentos, medios y rapidos) y los diferentes parametros para velocidad
(VCL, VSL y VAP).

Se utilizaron dos formas de medicién a campo y CASA, siendo campo: volumen,
concentracion, color seminal, motilidad macro y microscopica. En casa:

concentracion, tipos de movimiento, velocidad y parametros de velocidad.

Andlisis de datos

La informacion fue analizada mediante andlisis de varianza de DCA,
considerando 2 tratamientos (suplementados y no suplementados) y 7
repeticiones cada uno. Cuando fue necesario se realizaron contrastes de medias

por MDS (minima diferencia significativa)

yij=u+Ti+8ij
Se incluyé el factor método de estudio en las variables concentracion y volumen
por concentracién. Resultando en ese caso un arreglo factorial de tratamientos

con 2 niveles de Se (0,1) y 2 niveles de método de evaluacion (campo y casa).

En este caso el modelo fue:

Yijk=p+ti+yj+(y)ij+eiji
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Para probar el efecto de la edad de los carneros en el agregado de Se, se anido
el efecto de la edad de los carneros en cada tratamiento, resultando un modelo
donde fue considerado el numero de carneros de 2 dientes y diente de leche en

cada grupo,

yijk=u+ri+n(ri)j+eijk

Se trabaj6 al nivel de significacion del 5%, en todos los casos.

Se probd la normalidad de los errores por medio gréfico, realizando un QQplot
para los errores estandarizados de las variables medidas en porcentaje.

Se realizé el test de Levene para probar la homogeneidad de varianzas entre
grupos (homocedasticidad). Este test es un anova de los errores en valor
absoluto que surgen el anova inicial. En el caso en que las varianzas no fueron
homogéneas, se realizdé un andlisis de varianza considerando un modelo mixto

y modelando las varianzas.
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RESULTADOS
Andlisis de las condiciones iniciales
Condicidén corporal, circunferencia escrotal y peso para ambos grupos no

presentaban diferencias significativas (p>0.05), siendo estos homogéneos.

Tabla N°6 Medias de la condicién corporal por tratamiento.

Tratamiento Medias ‘
Suplementados 3.39 a
No suplementados 3.36 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Tabla N°7 Medias de circunferencia escrotal por tratamientos

Tratamiento Medias ‘
Suplementados 28.14cm a
No suplementados 28.29cm a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla N°8 Medias de peso por tratamientos

Tratamiento Medias ‘
Suplementados 44.07 a
No suplementados 44.00 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Motilidad
Se analizé motilidad macroscopica y microscopica a nivel de campo.
El valor medio de la motilidad macroscépica no mostro diferencia significativa

(p>0,05) entre los tratamientos.



Tabla N°9 Motilidad macroscopica segun tratamientos

Tratamiento Media

Suplementados 2.54 a
No suplementados 2.50 a
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Figura N°1 Motilidad macroscopica segun tratamientos
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Cuando se estudi6 la motilidad microscépica de ambos grupos no se observé

diferencias significativas entre grupo suplementado con Se y no suplementado.
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Tabla N°10 Motilidad microscépica para cada tratamiento

Tratamiento Media

Suplementados 2.79 a

No suplementados 2.64 a
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Figura N°2 Motilidad microscépica para cada tratamiento

3,00 4
NS=no suplementado

2,85 4 a S=suplementado
]
o
E
= 2,70
b a
=
(=]
=

2,55 -

2,40 .

NS s

Tratamiento

Color seminal
Para este parametro se considerd una tabla de contingencia, donde las filas

son los colores y las columnas son los tratamientos. Se estudié por chi
cuadrado y no se observo diferencias significativas, eso resulta en que la

proporcion de los diferentes colores por tratamiento es equivalente.
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Tabla N°11 Contingencia para color seminal, diferenciada por tratamiento.

Crema 5 5 10
Crema claro 2 1 3
Lechoso 0 1 1
Total 7 7 14

Volumen de eyaculado
El valor medio de volumen de amos grupos no presento diferencias

significativas (p>0,05) entre los tratamientos.

Tabla N°12 Medias de volumen segun tratamiento.

Tratamiento Media (cc)
Suplementado 1.64 a
No suplementado 1.32 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Concentracion

Se comparo la concentracion de espermatozoides (millones spz/ mL), tanto
paro los dos tratamientos como para cada método. Obteniéndose una
diferencia significativa (p<0,05) a favor del CASA.

Cuando se analiz6 por tratamiento no se observo diferencia significativa
(p>0,05).
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Tabla N°13 Medias para la concentracion de espermatozoides de cada

tratamiento.

Tratamiento

Media (millones spz/mL)

Suplementados

2590,93 a

No suplementados

2627,29 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Figura N°3 Medias para concentracion de espermatozoides para cada

tratamiento.
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Cuando se analiz6 segun método se observé diferencia significativa (p<0,05),

siendo mayor la concentracion analizada mediante el sistema CASA.
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Tabla N°14 Medias para la concentracion de espermatozoides en los distintos

metodos.

Método Media (millones spz/mL)

Campo 2235,71 b
CASA 2982,50 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Figura N°4 Medias de concentracion segun método

ki

OO (Y

Método

Produccién total de spz (conc x vol)

En esta variable no se observo diferencia significativa (p>0,05) entre

tratamientos, ni métodos.
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Tabla N°15 Medias, produccion total de spz, en cada tratamiento y método.

Tratamiento Método Media ‘
Suplementado CASA 4573,29 a
No suplementado CASA 3896,14 a
Suplementado Campo 3746,43 a
No suplementado Campo 3067,86 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Para el estudio por categoria de los carneros que conformaban cada grupo se
consider6 la denticidn y se utilizé un modelo con denticion anidado en
tratamiento, esto quiere decir que los tratamientos fueron corregidos por los
individuos de diferente denticion de cada grupo. No se observo diferencia
significativa (p>0,05) en la concentracion respecto a la denticion.

Tabla N°16 Medias para tratamiento anidado segun denticion.

Tratamiento Denticién Media ‘
No suplementado 2-dientes 2700,67 a
Suplementado Diente de leche 2683,46 a
No suplementado  2-dientes 2489,89 a
Suplementado Diente de leche 2507,11 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Resultados de las variables medidas con la tecnologia CASA

Por medio del equipo automatizado se estudiaron los siguientes parametros;
Tipo de movimiento de los espermatozoides (estaticos, méviles progresivos y
moviles no progresivos), velocidad de estos (estéticos, lentos, medios y
rapidos) y los diferentes parametros para velocidad (VCL, VSL y VAP).

Para ninguna de las variables se encontré diferencia significativa (p>0,05)

entre carneros suplementados y sin suplementar.
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Tipo de movimiento
Tabla N°17 Tipos de movimientos segun tratamiento expresados en %

Tipo suplementado No suplementado
Mdviles progresivos 7,17 9,31 a
Méviles no progresivos 79,81 74,90 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Figura N°5 Tipos de movimiento segun tratamiento (spz. Estaticos).
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Figura N°6 Tipos de movimiento segun tratamiento (esp. Moviles progresivos)
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Figura N°7 Tipos de movimiento segun tratamiento (esp. Mdviles no

progresivos)
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Tabla N°18 tipos de velocidad segun tratamiento expresada en %

Tipos de Suplementados No suplementados

velocidad

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Para las variables medidas en porcentaje como velocidad y tipo de movimiento,
se realiz6 un QQplot donde no se observo un alejamiento de la normal
pronunciado por lo que se asume normalidad en los errores.

Se realiz6 el test de Levene, para probar la homogeneidad de varianzas
(homocedasticidad) entre tratamientos en las variables medidas en porcentaje,
no resultando diferencias significativas. Se asume distribucién homogénea de

las varianzas de los errores.

Figura N°8 QQplot para velocidad.
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Figura N°9 QQplot para tipo de movimiento.
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Parametros de velocidad
Para este caso se evaluo la velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea
(VSL) y la velocidad promedio (VAP), y dentro de cada una de ellas los lentos,

medios y rapidos.

VCL
Tabla N°19 Tipos de VCL (um/s) para cada tratamiento

Suplementados \[o]

suplementados

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Figura N° 10 Tipos de VCL para cada tratamiento
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Tabla N°20 Tipos de VSL (um/s) segun tratamiento

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Figura N° 11 Tipos de VSL segun tratamiento
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Tabla N°21 Tipos de VAP (um/s) segun tratamiento
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Figura N°12 Tipos de VAP segun tratamiento
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DISCUSION

En estudios realizados en la region (Silva, M; 2015), la suplementacion con Se
en carneros pastoreando campo natural de basalto, resultd beneficiosa en el
periodo reproductivo, obteniéndose mejor produccion espermatica en los
animales con suplementacion comparados con el grupo control. Los resultados
obtenidos en nuestro ensayo no concuerdan con lo anteriormente citado, lo que
podria explicarse debido a las diferencias en las condiciones en que se
encontraban nuestros animales, pastoreando praderas, rastrojo de soja y campo
natural. Asimismo, el predio se encuentra sobre suelos de basalto profundo
(indice CONEAT 200) donde él Se no es carencial por derivar de rocas
sedimentarias (Montossi y col, 2007). Segun Wood y col 1991a, estd demostrado
que el sistema neuroenddcrino reproductivo de los carneros es altamente
sensible a cambios en la nutriciébn. Segan Oldham y col, 1978; Cameron y col
1988 los alimentos que contienen alto porcentaje de proteinas logran
incrementar aproximadamente un 40% la produccién espermatica, coincidiendo
esto con el tipo de alimentacion que recibieron los carneros de nuestro ensayo.
Para comprobar esta hipétesis se plantea como trabajo complementario la
determinacion de Se en suelo y pasturas asi como la determinacién de glutatién
peroxidasa en sangre de los carneros (medida indirecta de la concentracion de

Se en sangre), (Langlands y col., 1991b.)

Al considerar los métodos de evaluacion, la concentracién esperméatica mostro
diferencia significativa, siendo esta superior en el sistema ISASV1®.

La diferencia significativa en la determinacion de la concentracion espermatica a
favor del sistemas ISASv1® muestra una ventaja del mismo, al momento de la
utilizacion de carneros en programas de inseminacion artificial intrauterina.

Una ventaja adicional del sistema CASA es que permite estudiar los diferentes
pardmetros cinéticos, reportes anteriores con semen congelado (Beriau y col.,
2016) muestran que dichos parametros son beneficiosos para definir criterios de
seleccion de calidad seminal. Los resultados preliminares, obtenidos en las
condiciones de nuestro ensayo, no muestran diferencias significativas en dichos
pardmetros, por lo que seria interesante continuar con estos estudios ampliando

el nimero de animales.
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CONCLUSIONES

La suplementacion con selenio en carneros Merino Australiano en sistemas de
pastoreo sobre praderas y campo natural no impacté en forma beneficiosa ni en
la calidad espermatica ni en la produccién espermatica total de los mismos frente
al grupo control.

El método de evaluacion de semen tradicional a campo y el sistema
automatizado ISASv1, de ambos grupos de carneros no mostro diferencias
significativas (p>0,05) entre tratamientos.

Se observo diferencia significativa (p<0.05) en la concentracién de
espermatozoides medida en el sistema automatizado frente al método
tradicional, siendo mayor la concentracion de espermatozoides cuando las

muestras fueron analizadas con el método automatizado.
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