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4. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto de modificaciones en los protocolos de
congelamiento sobre la calidad del semen ovino, en machos Merino Australiano de la
categoria dos dientes pertenecientes a un predio comercial de la region norte del Uruguay.
Un grupo homogéneo de machos (n=6), seleccionado por aptitud reproductiva, condicion
corporal (CC), peso vivo (PV), circunferencia escrotal (CE), e indice de calidad
espermatica (ICE). Las muestras de semen obtenidas con electroeyaculador se utilizaron
para realizar un pool y obtener 4 alicuotas llamadas T1, T2, T3y T4. Las pajuelas de T1y
T2 llenadas a 20,0°C y 4,0°C respectivamente, reposaron horizontalmente 15 minutos,
luego fueron equilibradas 4,0°C por 90 minutos, y luego congeladas. Las alicuotas
restantes se equilibraron en tubo de vidrio, descendiendo la temperatura hasta 4,0°C en
90 minutos, se empaquetaron T3 a 4,0° C y T4 a 7,8°C en camara y nhevera
respectivamente, reposaron 15 minutos a 4,0°C y luego congeladas. Se descongelaron 6
pajuelas por tratamiento y se evaluaron en ISASv1®. Para la concentracion la prueba de
K-S no detectd diferencias significativas (p>0,05) entre tratamientos. Al aplicarla para
motilidad, no detecto diferencias significativas en la distribucion entre tratamientos del
porcentaje de espermatozoides estaticos (p >0,05), si arrojo diferencias significativas en
la distribucidn del porcentaje de espermatozoides progresivos y no progresivos entre T3
y T4 (p-valor=0,026), y entre T3 y T2 (p-valor=0,026). En los porcentajes de
espermatozoides rapidos progresivos detecto diferencias significativas en la distribucion
entre T3y T4 (p-valor=0,026). Los mayores valores medios de velocidad curvilinea (VCL),
velocidad rectilinea (VSL) y velocidad media (VAP) se observan en T4 y los menores en
T3. Mientras que en T2 los valores medios son moderados para VSL y VAP, y de
moderados a bajos para VCL. Por ultimo, las pajuelas del T1 registran valores bajos,
medios y altos para las tres variables. Los histogramas de frecuencias para VCL, VSL y
VAP por tratamiento mostraron a T2, T3 y T4 con patrones de distribucion repetidos para
las tres variables. El T2 mostro una distribuciéon muy similar a T3 con leve tendencia a
alcanzar velocidades mas altas, para VSL y VAP, mientras que T3 mostré la mayor
cantidad de espermatozoides con velocidades inferiores a 20 um/s y T4 mostré la mayor
cantidad con velocidades > 200 pym/s, en VCL. En las condiciones de nuestro trabajo,
utilizando machos categoria dos dientes, los marcadores de calidad seminal indicarian
gue los mejores resultados serian obtenidos en las condiciones de T4.



5. SUMMARY

The aim of this study, performed in a commercial farm of the northern region of Uruguay,
was to evaluate the impact of modifications in the freezing protocols on the seminal
quality in Australian Merino two teeth males. A homogenous group of males (n = 6) was
selected by reproductive aptitude, body condition (BC), live weight (LW), scrotal
circumference (SC), and spermatic quality index, (ICE). Semen samples obtained with
electroejaculator were used to pool and produce 4 aliquots called T1, T2, T3 and T4. The
straws of T1 and T2 filled at 20.0°C and 4.0°C respectively, rested horizontally for 15
minutes, then were cooled to 4.0°C during 90 minutes, and finally frozen. The remaining
aliquots were cooled to 4.0°C, in a glass tube, during 90 minutes, T3 was packed at 4.0 °
Cand T4 at 7.8 ° C in a foam chamber and refrigerator, rested 15 minutes at 4.0 ° C and
finally frozen. Six straws per treatment were thawed and evaluated in ISASvV1®. Neither
concentration nor static sperm percentage showed significant differences among
treatments in the K-S test (p> 0.05). The progressive and no progressive sperm
percentage distribution showed significant differences between T3 and T4 and between
T3 and T2 (p-value = 0.026 both) meanwhile the rapid progressive spermatozoa
percentage distribution showed significant differences between T3 and T4 (p-value =
0.026) in the K-S test. The highest mean values of curvilinear velocity (VCL), straight
velocity (VSL) and average velocity (VAP) were obtained in T4 and the lowest in T3.
While average values are moderate for VSL and VAP in T2, moderate to low values were
showed for VCL. Finally, the straws of T1 register low, medium and high values for the
three variables. The frequency histograms for VCL, VSL and VAP by treatment, showed
T2, T3 and T4 with similar distribution patterns for the three variables. T2 showed a
distribution very close to T3 with a slight tendency to reach higher speeds, for VSL and
VAP. Furthermore, in VCL, T3 and T4 showed the highest number of spermatozoa, with
lower and higher velocities, < 20 ym/s and >200 um/s, respectively. In this study, the
seminal quality markers would indicate that the best results would be obtained under T4
conditions.



6. INTRODUCCION

La produccion ovina ha sido gran protagonista en la historia del desarrollo econémico
y social del Uruguay. Durante mucho tiempo fue el principal rubro proveedor de
divisas, con un papel fundamental en el aprovisionamiento de materia prima y
permitiendo el desarrollo de la industria textil nacional. Asimismo, fue y continda
siendo una de las principales fuentes alimenticias en el desarrollo rural de nuestro pais
(SUL, 2018).

El bajo stock de ovinos en el Uruguay (6.546.000, MGAP-DIEA, 2017) motivé a
instituciones y técnicos a seguir generando y validando conocimientos con el objetivo
de mejorar la productividad de las majadas y asi incrementar dicho stock (Bonino,
2004). Una estrategia para lograrlo es a través de la seleccion de animales de calidad
superior (Salamon, 1990).

La seleccion en base a los machos es mas efectiva y mas rapida que en base a las
hembras (Dagnew y col., 2017). El uso de machos mas jévenes puede reducir costos
de produccion, acelerar los beneficios de la seleccion genética, y permitir que se
puedan realizar pruebas de progenie y libido de forma mas temprana (Wheaton y
Godfrey, 2003).

Las técnicas reproductivas han estimulado la reduccion de reproductores, como lo
demuestra la inseminacion artificial (I1A) en ovinos, técnica introducida en la década
del 30 (Morrant y Dun, 1960).

La reproduccion asistida posibilita el mantenimiento de la diversidad genética,
disminuye los costos por traslado de animales en programas reproductivos, aumenta
la eficiencia reproductiva, evita problemas sanitarios y de incompatibilidad hembra-
macho en el momento de la cépula (Gaviria Scioville y Arias Bernal, 2005). Asimismo,
permite multiplicar las caracteristicas productivas deseables de reproductores que
tengan alto valor genético y obtener gran cantidad de crias del mismo padre a través
de un adecuado fraccionamiento del semen (Gibbons y Cueto, 2011).

La aplicacion de programas de IA estd profundamente asociada al desarrollo de
técnicas de preservacion de semen (Ungerfeld, 2002).

La congelacion de semen posibilita conservarlo por un periodo ilimitado de tiempo,
permite el transporte a grandes distancias incorporando “sangre nueva” sin traslado
de animales, el uso de semen de animales pos-mortem, la obtencion de mayor
cantidad de dosis en comparacion con el uso directo del carnero (Evans y Maxwell,
1990; Banday y col., 2017). A esto se agrega, que, en machos de razas muy
estacionales, donde la calidad de semen decae, cuando se encuentra fuera de la
época de servicios, la IA con semen congelado es una alternativa para la produccion
de corderos fuera de estacién (Ungerfeld, 2002).

Diversos factores estan implicados en las bajas tasas de concepcion logradas
mediante el uso de semen congelado en comparacién con el semen fresco. Un factor
de suma importancia es la calidad de semen obtenida al descongelado. Mdltiples
factores afectan la sobrevida de los espermatozoides al descongelado: la metodologia
de congelacion y descongelacion, la concentracion espermatica en el diluyente, el
envasado, la composicion del diluyente empleado. Durante el proceso de congelacion-
descongelacion se pierde aproximadamente el 50% de la poblacién inicial de
espermatozoides debido a los efectos de la criopreservacion sobre los mismos
(Stornelli y De la Sota., 2005).
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Las principales causas de deterioro de las células esperméticas durante la
criopreservacion son: el “shock frio”, el “shock osmotico” (Watson, 2000) y el “stress
oxidativo” (Aitken y Krausz, 2001; Sikka, 2001; Agarwal y Said, 2003).

El proceso de enfriamiento que se produce antes de la congelacion, desde la
temperatura corporal hasta los 5 °C, determina el "shock frio" (Watson, 2000; Luvoni,
2006), durante el cual, los lipidos en la membrana del espermatozoide, que no enlazan
covalentemente las proteinas de la membrana, sufren transiciones de fase liquida a
gel, dan lugar a cambios en la funcion de las proteinas de la membrana (Parks y
Graham, 1992). El “shock osmatico” interviene en el rango de temperaturas desde -5
a -15°C y en la descongelacion. Si las células espermaticas se refrigeran por debajo
del punto de congelacion, el agua del diluyente de congelacion se congelara, dejando
las células espermaticas suspendidas en una solucion altamente concentrada. Asi, se
crea un gradiente osmatico entre el interior y el exterior de la célula espermatica y el
agua saldra de la célula causando su deshidratacion. Si las células de esperma se
enfrian rapidamente, el agua intracelular no serd capaz de salir de la célula lo
suficientemente rapido y se formaran cristales de hielo intracelulares. La cristalizacion
intracelular tiene efectos nocivos sobre la viabilidad de las células espermaticas
(Pukazhenthi y col, 1999). Si las células espermaticas se refrigeran muy lentamente,
el agua continuara saliendo hasta que la célula esté deshidratada totalmente. Hay
pues una velocidad de enfriamiento Optima (Anghel y col., 2013).

El congelamiento de semen comprende las siguientes etapas:
- Colecta de la muestra de semen.

- Dilucion de la muestra de semen en diluyente previamente termostatizado a una
temperatura entre 30 y 32 °C.
- Tiempo de equilibrio durante 2 a 3 horas a temperatura entre 4 y 5°C

- Empaquetado
- Congelamiento propiamente dicho y almacenamiento (Fernandez Abella, 2015).

Inmediatamente después de colectado el semen, se le agrega un diluyente,
termostatizado previamente a 30-32°C. Algunos agregan todo el volumen de diluyente
en un solo paso y otros lo hacen en dos pasos, la mitad a 30°C y la otra a 5°C.
Posteriormente se realiza el equilibramiento durante el cual la temperatura desciende
a 4°C, generalmente en 90 a 120 minutos, ya que una velocidad de enfriamiento
adecuada debe tener entre 0,15 y 0,25 °C por minuto para proceder posteriormente
a la congelacion propiamente dicha (Fernandez Abella, 2015).

Se reportan mejores resultados con semen ovino cuando se empaqueta en pajuelas
a temperaturas entre 4 y 6°C (Maxwell y col., 1995). En las condiciones “a campo”
donde no se cuenta con camara fria el llenado de las pajuelas se hace en nevera a
temperaturas mayores (aproximadamente 7 a 10°C). Otros autores recomiendan
realizar el llenado de las pajuelas a temperatura entre 20 y 25°C, para luego ser
llevado a una nevera o refrigerador durante 2 o mas horas a 4°C (Fernandez Abella,
2015).

Las tasas de concepcidn deben ser superiores al 50%, para alcanzarlas son
fundamentales los protocolos de criopreservacion espermatica para lograr una
supervivencia en calidad y cantidad (Fernandez Abella, 2015).

A pesar del progreso considerable de los ultimos afios, la criopreservacion lleva a la
disminucién en un minimo del 20% de la motilidad de las células esperméaticas y hasta
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un 50%, lo que significa que estas técnicas todavia ejercen un considerable estrés en
las células espermaticas. Para obtener una fertilidad aceptable, es necesario
desarrollar un método 6ptimo de preservacion del material seminal, refrigerado o
congelado, que debe integrarse facil y rapidamente en las metodologias de
inseminacion (Stornelli y De la Sota., 2005; Anghel y col., 2013).

Las cualidades que deben tener los espermatozoides de un eyaculado fecundante
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 penetracion y transferencia Optima del material genético (Graham,
1996).

Tradicionalmente, la calidad del semen se ha evaluado a través de una serie de
parametros macro y microscopicos, integrados en una prueba de valoracion “in vitro”.
A pesar de que la correlacion entre estos parametros y la fertilidad no es definitiva
ofrecen informacion valida de la calidad seminal de una muestra o de un individuo.
Asi, una muestra seminal de buena calidad puede no siempre ser fértil, mientras que
una de baja calidad rara vez lo sera (Hidalgo, 2003).

Actualmente se cuenta con técnicas objetivas de valoracion de la motilidad, de la
concentracion y de la morfologia mediante el uso de sistemas automaticos de analisis
de semen (Computer-Assisted Sperm Analysis, CASA). Determinando el tipo de
movimiento (estatico, progresivo y no progresivo), velocidad de movimiento (estaticos,
lentos, medios y rapidos) y diferentes variables cinéticas en cada grupo de
espermatozoides segun tipo y velocidad de movimiento, VCL, VSL, VAP, LIN, STR,
entre otras (Cuevas, 2013).

Este sistema permite identificar la existencia de subpoblaciones de espermatozoides
con distintos patrones de movimiento que coexisten en las muestras de semen (Davis
y col., 1995; Holt y col, 1996; Abaigar y col., 1999).

La mayoria de los investigadores, trabajando en diferentes especies y con diferentes
estudios estadisticos, proponen que la presencia de la subpoblacion “rapida y lineal”
es un marcador de buena calidad seminal, mientras que la de “lentos y no lineales” lo
es de calidad pobre (Martinez- Pastor y col, 2011).

Por lo anteriormente expuesto en este trabajo se propone variar las temperaturas y
momentos de empaquetado, evaluando el impacto en la calidad del semen congelado-
descongelado a través de la determinacion de las poblaciones de espermatozoides
rapidas y progresivas en las muestras procesadas.

12



7. REVISION BIBLIOGRAFICA
7.1. Aparato reproductor del macho:

El sistema reproductor del macho esta comprendido por los testiculos, encargados de
la produccion de los gametos y las hormonas masculinas; los ductos excretores, los
qgue conducen los espermatozoides; las glandulas anexas, responsables de la
dilucién, el aumento de volumen y adicién de sustancias al producto de los testiculos;
y pene y uretra, cuya funcion es la conduccién de esta secrecion hasta los érganos
sexuales femeninos (Duran del Campo, 1980).

El testiculo es el érgano central del aparato reproductor. Durante el periodo posnatal
el crecimiento de dichas gonadas acompafia al corporal, mientras que al alcanzar el
tamafo adulto las variaciones en sus pesos se deben a factores ambientales,
oscilando entre 100 y 350 gramos por testiculo. Estos érganos no persisten en cavidad
abdominal, sino que descienden a la bolsa testicular o escrotal durante el nacimiento,
aunque en algunos animales pueden persistir en regién inguinal durante algunas
semanas. La temperatura testicular ha de ser 4 a 5°C menor a la temperatura rectal
(39°C), de lo contrario la espermatogéenesis se vera afectada (Fernandez Abella,
1993).

Una tunica externa llamada albuginea envuelve a los testiculos brindandoles
proteccion. De dicha tunica irradian tabiques musculares que dividen al parénquima
en l6bulos y, que al converger hacia el centro del 6rgano, forman el mediastino
testicular (Duran del Campo, 1980).

El parénquima de los testiculos se compone de una gran cantidad de tdbulos
seminiferos muy contorneados y de tejido intersticial. La pared de estos tubos se
constituye de una membrana basal y de epitelio germinal pluriestratificado, el cual esta
constituido por células germinales en diferentes etapas de diferenciacion y las células
de Sertoli. Estas ultimas regulan y coordinan la formacion y liberacion de los
espermatozoides. Entre los tubulos seminiferos existe un tejido conjuntivo en el que
se disponen nervios y vasos sanguineos y linfaticos, ademas de las células de Leydig,
encargadas de la secrecion de testosterona (Fernandez Abella, 1993).

El epididimo es un conducto Unico, sinuoso, que puede ser dividido en tres segmentos:
cabeza y cuerpo, encargados de la maduracion de los espermatozoides, y la cola,
destinada a su almacenamiento (Hafez y Hafez, 2000). Aquellos espermatozoides que
ingresan a este conducto a través de la rete testis son inmdviles e infértiles,
adquiriendo motilidad y capacidad para fecundar luego de experimentar el proceso de
migracion y maduracion a través de la cabeza y el cuerpo del epididimo. El recorrido
de los gametos a través de dichos segmentos (cabeza y cuerpo) abarca de 2 a 5 dias
y no se altera con el niumero de eyaculaciones. El almacenamiento en la cola del
epididimo varia de 3 a 13 dias y se reduce notablemente en machos sexualmente
activos (Cunningham y Klein, 2009).

El conducto deferente es quien conduce el esperma desde la cola del epididimo hasta
la uretra, la cual llega hasta el extremo distal del pene y desemboca en el proceso
vermiforme o glande del carnero (Dyce, 1999).

El pene es el érgano copulador del macho, el cual tiene su origen en la arcada
isquidtica y se extiende a través de la pared abdominal ventral hasta la zona préoxima
al ombligo. Este 6rgano es mas o menos cilindrico y esta envuelto por una capsula
fiborosa llamada tunica albuginea. Dicha tunica envuelve diversos espacios
cavernosos, lo gue se conoce como cuerpo cavernoso, ademas del cuerpo esponjoso
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gue se presenta rodeando la uretra (Cunningham, 2009). La uretra se encuentra
atravesando el pene, el mismo finaliza con una estructura llamada apéndice
vermiforme, la misma es fundamental al momento del servicio natural (Duran del
Campo, 1980).

Una serie de glandulas anexas completan los érganos sexuales internos y son las
responsables de brindar fluidez, volumen y movilidad al eyaculado: las vesiculas
seminales, ubicadas sobre el cuello vesical; la prostata detras del cuello de la vejiga;
las glandulas bulbouretrales, situadas sobre la uretra y las glandulas de Littre, en el
espesor de la uretra (Duran del Campo, 1980).

7.2. Examen de aptitud reproductiva:

En este procedimiento ademas de evaluar caracteres productivos, se observa y
analiza presencia de: lana en la cara, arrugas, tamafio del escroto (caracteristicas
asociadas a la fertilidad), estado corporal, aparato locomotor o cualquier anomalia
apreciable a distancia con los animales en movimiento (Bonino, 2000).

Problemas a nivel de los miembros son importantes por la funciéon que cumplen en el
traslado y en la monta, maxime cuando se ha evidenciado que el pietin es la principal
afeccion podal, responsable de casi el 9 % de los carneros no aptos, en el
relevamiento mencionado anteriormente. El carnero es ademas, el principal
introductor y difusor de esta enfermedad, en categorias o predios libres de la misma
(Bonino, 2000).

Alteraciones graves que no tengan posibilidad de ser solucionadas seran motivo de
descarte, mientras que aquellas de caracter temporario (miasis, conjuntivitis, entre
otros.), deben tratarse rapidamente, pues el aumento de la temperatura corporal,
incide en el proceso de la espermatogénesis (Bonino, 2000).

Finalizada esta etapa, se debe revisar individualmente cada reproductor, utilizandose
siempre la misma metodologia, a fin de no cometer errores u omisiones (Bonino,
2000).

Con el animal parado se revisa boca, ojos, lomo y aplomos en forma detallada (Bonino,
2000).

Boca: Se determina la edad a fin de descartar animales viejos (menor capacidad de
servicio y fertilidad), observando coloracion de mucosas y que no existan alteraciones
mandibulares (Bonino, 2000).

Ojos: Se descartan los que presentan entropidn (inversion del parpado, afeccion de
caracter hereditario, predisponente a conjuntivitis), evaluando ademas problemas de
conjuntivitis. El estudio de la cabeza finaliza con la apreciacion de astas (Bonino,
2000).

Lomo: En la zona lumbar, se determina la condicion corporal (CC) en una escala de 1
a 5 (ideal 3-3,5) y se descartan aquellos con alteraciones de columna (Bonino, 2000).

Posteriormente se "sienta" con cuidado el reproductor y se procede al examen
particular de pezufias, pecho y genitales externos (prepucio, pene, bolsa escrotal y su
contenido) (Bonino, 2000).

Pezuinas: El examen debe ser meticuloso a fin de descartar animales con diferentes
grados de lesiones de pietin, abscesos, entre otros. En los sanos, se realizara un
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despezufiado higiénico, para mejorar el apoyo y la funcion de la almohadilla plantar,
permitiendo una correcta irrigacion y amortiguacion, que eviten lesiones en el pie y
luego se pasan por un pediluvio con Sulfato de Zinc al 10% (Bonino, 2000).

Pecho: En animales muy pesados es comuln observar Ulceras o llagas en esta zona,
debiéndose determinar el grado de las mismas y las posibilidades de
recuperacion. Lesiones avanzadas con compromiso de las partes anatémicas internas
y/o complicaciones, hacen muy rebelde su curacién y el dolor en la monta disminuye
la capacidad de servicio (Bonino, 2000).

Prepucio y Pene: Dietas ricas en proteinas aumentan la produccién de amoniaco y el
pH de la orina (alcalino), favoreciendo la accién del Corynebacterium renale,
generando Ulceras o llagas prepuciales que se complican, provocan inflamacion y
dolor, impidiendo la normal protrusion del pene en servicio. La esquila de la lana en
torno al prepucio previene esta patologia y en casos clinicos, junto a tratamientos
antisépticos y cicatrizantes, es facil su reversion. Cortes de esquila u otras
deformaciones a nivel de prepucio que impidan o compliquen la salida del pene
(fimosis) son motivo de eliminacion. La extraccion manual del pene descarta la
presencia o ausencia de esta patologia (Bonino, 2000).

Escroto: Su inspeccion permite descartar sarna, que en casos extremos, provoca una
inflamacion con engrosamiento de la piel y elevacion de la temperatura, pudiendo
generar infertilidad por degeneracion testicular. El tratamiento con ivermectinas
inyectables o acaricidas aplicados localmente es aconsejado, evitando
concentraciones altas de estos Ultimos, que pueden ocasionar irritaciones
importantes. La presencia de heridas, fistulas o cicatrices ameritan un minucioso
estudio, pues las mismas pueden ser indicadores de otros procesos patologicos o
complicar la funcion de termorregulacién que cumple el escroto (los testiculos deben
estar 1 a 2 grados por debajo de la temperatura corporal). Una medida conveniente
es esquilar la bolsa escrotal, dejando s6lo 1 cm de lana, lo que permite una mejor
higiene, mayor facilidad para la palpacién y permite una mejor regulacién de la
temperatura (Bonino, 2000).

Testiculos: Dentro del saco escrotal se deben palpar los testiculos bien conformados,
de buen tamafio, consistencia, elasticidad y de facil desplazamiento en la bolsa. El
tamafio es sumamente importante, pues tiene una alta correlacion con la fertilidad y
es una caracteristica heredable alta, que se refleja en un incremento de la precocidad
sexual de la progenie (Bonino, 2000).

La correlacién entre tamafio y circunferencia escrotal también es elevada, por lo que
la medicidn de ésta, representa un parametro de fertilidad objetivo, que puede ser
utilizado en la seleccion de carneros. La presencia de testiculos de tamafio reducido
es un caracter indeseable, principalmente en reproductores adultos (Bonino, 2000).

La ausencia de los testiculos es sindbnimo de esterilidad, mientras que la presencia de
uno solo no necesariamente afecta sustancialmente la fertilidad, pero es una patologia
hereditaria, representa un trastorno en el desarrollo y un defecto congénito, que no
admite contemplaciones (Bonino, 2000).

Cuando en la palpacion se aprecia asimetria testicular, es signo de problemas de
descenso, atrofia, hipoplasia, orquitis-periorquitis, debiéndose recurrir a un
seguimiento en animales jovenes o0 examenes complementarios para precisar el
diagndstico, reproductores que han superado la pubertad (40 kg) con asimetrias
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testiculares, son riesgosos de utilizar y lo mas coherente es su eliminacién (Bonino,
2000).

Otras patologias localizadas a nivel testicular son granuloma espermatico,
degeneracion testicular y epididimitis. ElI granuloma espermético, es una reaccion
inflamatoria ocasionada por los espermatozoides cuando toman contacto con el tejido
conectivo. Se observa en la mayoria de los procesos infecciosos que afectan el
epididimo y provoca importantes adherencias.

La degeneracion testicular (comun en carneros de cabafia) tiene como causas
predisponentes altas temperaturas (esterilidad de verano), procesos febriles,
estabulacion, dietas ricas en concentrados, sobrepeso, transporte, sarna choriéptica,
miasis. La consistencia (resistencia a la presién) y la elasticidad (capacidad de volver
a su forma original luego de ejercer una presion) estan alteradas y la produccion
seminal comprometida. Esta patologia es muchas veces reversible, pero
generalmente el proceso de regeneracién es mas lento que lo que fue el de
degeneracion. Las epididimitis mas comunes del carnero comienzan al nivel de la cola
del epididimo y son de manifestacion unilateral, presentando adherencias que la
diferencian del granuloma espermatico no infeccioso (Bonino, 2000).

Corddn testicular: Se pueden observar abscesos o varicocele (trastornos locales de la
circulacién venosa), aunque ambos tienen una prevalencia baja. La otra afeccion que
se puede detectar al palpar la zona es la hernia inguinal. Reproductores con
cualquiera de estas alteraciones, deberan ser descartados, por estar predispuestos a
sufrir alteraciones a nivel testicular y en el caso de hernias hay cierta predisposicion
de caracter hereditario (Bonino, 2000).

Circunferencia escrotal: Es un complemento que debe ser adecuadamente
interpretado, teniendo presente el modo de obtencion, época del afio, actividad sexual
entre otras (Bonino, 2000).

Una muestra seminal tomada aisladamente, puede detectar presencia de
anormalidades celulares (reflejo de una degeneracién testicular) o células
inflamatorias (reflejo de procesos infecciosos del testiculo o glandulas anexas). El
analisis serologico para detectar Brucella ovis subclinica es otro colateral
importante (Bonino, 2000).

Finalizada la revision de los carneros los mismos se pueden clasificar en:
- Potencialmente aptos para la reproduccion.

-Temporalmente no aptos.

- No aptos.

Los potencialmente aptos para la reproduccion se dosificaran con un antihelmintico y
se vacunaran contra clostridiosis, destinandose a un potrero que reina condiciones
de buena sombra, agua y verde, donde se mantendran bajo control hasta el servicio
(Bonino, 2000).

Los temporalmente no aptos, ademas de las medidas mencionadas y el tratamiento
especifico que se aconseje, se volveran a revisar para determinar su evolucion. No se
aconseja el uso de productos hormonales para problemas de degeneracién testicular
(Bonino, 2000).

Los no aptos se castraran, lo que no sélo impide su utilizacién, sino que ademas
permite confirmar el diagndstico clinico y encarar el problema de futuro a nivel del
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predio. Aquellos que la patologia es infecto-contagiosa (Brucelosis), deberan ser
eliminados para evitar su diseminacion. Por dltimo, si bien muchos productores
pueden revisar sus carneros y detectar algunas de las patologias mencionadas, el
asesoramiento profesional y seguimiento de los reproductores, es clave para eliminar
esta causa de bajos indices de procreo (Bonino, 2000).

7.3. Espermatogénesis:

La espermatogénesis es el proceso por el cual se forman los gametos sexuales del
macho (pasaje de espermatogonia a espermatozoide) (Salisbury y col, 1978; Garner
y Hafez, 2000; Ungerfeld, 2002).

Las divisiones de la espermatogonia madre no ocurren al mismo tiempo, sino mas
bien, cada una comienza una propia nueva onda de divisiones a intervalos regulares
de tiempo. Asi, al comenzar nuevos ciclos, siempre existira un abastecimiento
continuo de espermatocitos (Coy, 1995).

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

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

La meiosis es una division reduccional del material genético a partir de dos divisiones
celulares sucesivas, sin que haya replicacion del material genético entre ellas
(Ungerfeld, 2002).

La espermiogénesis no involucra division celular alguna, sino la transformacion de una
célula redonda a una célula altamente especializada y flagelada que es el
espermatozoide. Posterior a esto, se produce la liberacion de los espermatozoides
desde los tubulos seminiferos, etapa a la cual se le denomina con el nombre de
“‘espermiaciéon” (Garner y Hafez, 2000).

Este proceso se lleva a cabo en los tubos seminiferos dentro de los testiculos, una
vez finalizado pasan hacia la rete testis y posteriormente a los conductos eferentes,
desembocando en la cabeza del epididimo. En la cabeza y el cuerpo del epididimo el
espermatozoide sufre transformaciones conocidas como proceso de maduracion
espermatica, en la que los espermatozoides adquieren motilidad y poder fecundante
perdiendo la gota citoplasmatica para luego ser almacenados en la cola de epididimo
(Salisbury y col., 1978).

El ciclo de la espermatogénesis en el carnero tiene una duracion variable entre 47-52
dias (Senger, 2003).

Control hormonal de la espermatogénesis:

El hipotdlamo es un regulador de la actividad reproductiva mediante la sintesis de
GnRH, hormona de naturaleza peptidica, liberada a los vasos porta hipofisarios de
forma pulsatil, llega a la hipdfisis para estimular la secrecion de las gonadotrofinas LH
y FSH (Ungerfeld, 2002). Las hormonas hipofisarias actian sobre los testiculos con el
fin de iniciar y mantener la espermatogénesis (Duran del Campo, 1980).
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Cada pulso de GnRH determina la liberacion de otro pulso de LH, esta gonadotrofina
es totalmente dependiente de la pulsatilidad de la GnRH (Ungerfeld, 2002). La
secrecion de FSH parece estar regulada por dos mecanismos, un componente de la
secrecion basal o constitutiva y otro componente pulsatil y sujeto a regulacion. Luego
de cada pulso de GnRH aparece un pulso de FSH, pero ademas, cada tanto aparecen
pulsos de FSH que no son precedidos por ningun pulso de GnRH (Ungerfeld, 2002).

La LH es necesaria en forma continua para que la actividad espermatogénica sea
normal, ya que de ella depende la produccién de testosterona mientras 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 (Evans y Maxwell, 1990).

La principal funcidon de la célula de Leydig es la produccién de testosterona, la
produccion de esta hormona esta controlada por la LH, cuando la concentracion de
LH aumenta provoca un aumento de la testosterona. A su vez se inhibe la secrecion
de LH por un sistema de retroalimentacién negativa provocado por el aumento de la
testosterona, lo que provoca a su vez una disminucion en la sintesis de la misma
(Ungerfeld, 2002).

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

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

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

7.4 Capacitacidén espermatica

Los espermatozoides de la mayoria de los mamiferos, madurados en el epididimo y
posteriormente eyaculados no tienen la capacidad para fertilizar el 6vulo. Dicha
capacidad es adquirida en el recorrido por el tracto genital femenino y luego de
experimentar una serie de cambios en la composicién y estructura de la membrana
plasmatica (Yanagimachi, 1988; Garner y Hafez, 2000).

La finalizacion de esta fase de maduracion origina una vesiculacion entre la membrana
plasmatica y la membrana acrosémica externa llamada reaccién acrosémica y un
cambio en el patron de movimiento espermatico conocido como motilidad
hiperactivada (Bedford,1970,1983).

La conservacion del semen (enfriado o congelado) puede determinar una capacitacion
prematura de los espermatozoides que provoca que al momento de alcanzar el lugar
de la fertilizacion, los espermatozoides ya no mantengan su capacidad fertilizante.

18



Este es un proceso relativamente frecuente en los espermatozoides de carnero y
explicaria al menos parcialmente la dificultad para obtener buenos resultados de
prefiez con semen ovino conservado (Watson, 2000).

7.5 Semen:

El semen es el producto de la mezcla de material fluido y morfoldgico. El primero es
producto de las glandulas anexas del aparato genital (vesiculas seminales o de Littre,
bulbouretrales o de Cowper y préstata), la segunda (espermatozoides) es producto de
los testiculos (Duran del Campo, 1980). La relacion plasma seminal/ espermatozoides
en el semen ovino es 75/25, en el semen proveniente de electroeyaculacion puede
alcanzar a 95/5 (Fernandez Abella, 2015).

El carnero emite un promedio de volumen de semen de 0,8 a 1,5 ml, 74% corresponde
aliquido seminal y 26% a los espermatozoides. El fluido seminal presenta un pH &cido
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. Las sales de yodo, calcio y
potasio son las mas importantes, también encontramos magnesio, hierro, acido lactico
y citrico, aminoacidos, proteinas, vitaminas, enzimas, entre otros. En cuanto a los
carbohidratos la fructosa es la mas importante y abundante, la misma es la fuente de
energia de los espermatozoides mediante su desdoblamiento quimico (Duran del
Campo, 1980).

La produccion espermatica esta directamente relacionada al desarrollo del testiculo,
se producen 20 a 25 millones de espermatozoides/dia por gramo testicular (Cameron
y Tilbrook, 1990). El crecimiento testicular se ha reportado correlaciona mas con el PV
gue con la edad (Sanford y Dickson 2008), por esto al producir una mejora en el peso
corporal de los borregos, podemos mejorar su produccion espermatica (Fernandez
Abella, 1992).

En el macho joven se observa un mayor porcentaje de anormalidades, cuando este
es superior a 20% deberia eliminarse, excepto que predominen las anormalidades del
flagelo ya que éstas estan menos relacionadas a la fertilidad (Fernandez Abella, 2003),
determinando un descenso del 10% de la fertilidad en el semen de borrego con
respecto al macho adulto al utilizarlo en I.A. y lo que puede incrementarse en servicios
a campo por tener los borregos menor libido y capacidad de servicio (Colas, 1983;
Fernandez Abella, 2015).

Los carneros sexualmente mas activos y mas fértiles son los de 4 y 6 dientes, los de
8 dientes son menos fértiles, se cansan antes y son mas peleadores, por lo que si
estan en excesiva cantidad impiden un servicio efectivo a los mas jévenes. A esto se
agrega que, a mayor edad de los carneros, es mayor el porcentaje de afecciones
genitales, y consecuentemente de rechazos (Ostrowski, 1980).

El mayor potencial génico expresado por los machos entre los 2 y 5 afios disminuye
un 35% anualmente segun Gea (2007). Por lo tanto, el uso de machos mas jévenes
puede reducir costos de produccion, acelerar los beneficios de la seleccion genética,
y permitir que se puedan realizar pruebas de progenie y libido de forma mas temprana
(Wheaton y Godfrey, 2003).
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7.6. Metodologia de la Inseminacion Artificial:
7.6.1. Extraccion Seminal

Los métodos mas utilizados en nuestro medio son:

Vagina artificial: como su nombre lo indica, se utiliza un equipo que simula el érgano
copulador femenino para la extraccion del fluido seminal. Método por
electroeyaculacion: Método en estudio con el cual se utiliza el electroeyaculador para
obtener en el semen del macho (Gomez, 2013).

La vagina artificial estimula térmicamente, a través de la temperatura, asi como
mecanicamente, a través de la presion para lograr la eyaculacion. Luego de verificar
la higienizacion del lugar y la del animal, se procede a asegurar la oveja en el cepo.
Al momento de la monta, el colector que se encuentra del lado derecho del carnero,
debe desviar el pene lateralmente para asi enfrentarlo a la vagina artificial (Gibbons y
col., 1993).

Pero requiere de un entrenamiento previo del macho de parte de un operario
especializado, un caballete y la presencia de una hembra en celo para estimular al
macho lo que dificulta su trabajo en campo abierto (Gémez, 2013).

Electroeyaculador: es un dispositivo electronico, que consiste en una fuente
generadora de energia que transmite impulsos eléctricos en una determinada
frecuencia, voltaje y corriente que son conducidos a traveés de un transductor, que es
un dispositivo de forma anular de proporciones requeridas segun la especie y contiene
electrodos que permiten el paso de energia eléctrica, lo que provocara las descargas
gue permitan eyacular al animal (Yamasaki y col., 2005).

Es facil de realizar, no requiere hembras en celo ni equipo para la monta y se lo puede
realizar en campo abierto (Gomez, 2013).

A su vez permite incrementar la productividad de los machos, que se encuentran
limitadas a la donacion de semen de manera convencional, debido a factores
anatémicos o de adiestramiento. Haciendo posible asegurar la conservacion de los
recursos genéticos y difusion de material genético de alto valor comercial. Ademas,
reduce riesgos en la transmision de enfermedades e incluso su aplicabilidad
trasciende a los trabajos en investigacion y recuperacion de especies en peligro de
extincion (Aliaga, 2006).

El semen emitido por electroeyaculador tiene distinta caracteristica al recogido con
vagina artificial, se describe mayor volumen, mayor contenido de fructosa, pH mas
elevado y menor concentracion de espermatozoides, manteniendo la fertilidad (Duran
del Campo 1980).

7.6.2. Métodos de inseminacion artificial

La inseminacion artificial (IA) es la introduccion del semen en el tracto genital femenino
por medios artificiales sin que se produzca la monta directa (coito) (Fernandez Abella,
2015).

El semen es recolectado previamente, se recomienda su evaluacion, aunque a nivel
nacional los productores frecuentemente no disponen de las condiciones necesarias
para efectuar el analisis del semen (Fernandez Abella, 2015).
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La IA incrementa notablemente el aprovechamiento de un reproductor al permitir
obtener un gran niamero de crias del mismo padre. Esto es posible debido a que
mediante un adecuado fraccionamiento del semen, se obtiene un niumero importante
de dosis por eyaculado (Gibbons y Cueto, 1995).

El semen procedente de sementales valiosos se puede conservar para utilizarlo en
afios venideros, incluso después de muerto el animal. Algunos ganaderos
criopreservan el semen de sus mejores sementales para prevenir las pérdidas por
una muerte temprana de los mismos. Los bancos de semen se pueden utilizar para
conservar semen control en los programas de seleccion a largo plazo, programando
asi su futuro uso. De esta forma los animales producidos después de varios afios de
seleccién se pueden comparar con los animales basicos utilizados como monitores de
los progresos genéticos (Bearden y Fuquay, 1982; Salamén, 1990; Chemineau y
col., 1991; Hafez y Hafez, 2000).

Los carneros subfértiies pueden identificarse con facilidad y ser eliminados
del grupo de sementales. La IA puede asegurar que se inseminen todas las hembras,
evitandose asi problemas relacionados con las preferencias macho-hembra que a
menudo se manifiestan en algunos estros de hembras.

Se pueden realizar inseminaciones secuenciales, cubriéndose asi las hembras que
no presenten comportamiento estral (Bearden y Fuquay, 1982; Salamoén, 1990; Hafez
y Hafez, 2000).

La IA elimina el contacto directo macho-hembra con lo que se controla o previene el
propagar enfermedades venéreas u otras enfermedades. Es conveniente advertir que
la 1A es una medida profilactica, pero no curativa, de la enfermedad (Bearden y
Fuquay, 1982; Salamoén, 1990; Hafez y Hafez, 2000).

En muchas ocasiones machos de estimable valor no pueden ser utilizados para cubrir
por sufrir lesiones o por razones de edad. Si su semen es de calidad suficiente con la
IA se pueden seguir utilizando (Bearden y Fuquay, 1982; Salamon, 1990; Hafez y
Hafez, 2000).

La utilizacion de la IA permite mantener registros de reproduccion muy seguros, los
mismos permiten aumentar la correcta seleccidbn o eliminacion de caracteres
deseables o indeseables respectivamente en un rebafio (Bearden y Fuquay, 1982;
Salamén, 1990; Hafez y Hafez, 2000).

La inseminacion de la oveja puede ser vaginal, cervical, transcervical o intrauterina,
estos métodos difieren en cuanto a su complejidad y resultados, (Bearden y Fuquay,
1982; Salamon, 1990; Mejiay Hernandez, 1996; Del Pino, 2000; Hafez y Hafez, 2000).

Inseminacién vaginal:

La inseminacion vaginal es el método mas simple y mas rapido cuando se realiza con
semen fresco diluido (Hafez y Hafez, 2000).

El semen se deposita en la cavidad vaginal sin utilizar vaginoscopio, se requiere gran
cantidad de esperma, dosis dos a tres veces mayores que en los otros métodos, para
aumentar la posibilidad de fecundacion y es el método utilizado en aquellos casos
donde no es posible la introduccion de la canula en el cérvix (Fernandez Abella, 2003).
Este método desvirtla uno de los principales fines de la IA o sea el uso mas eficiente
del esperma eyaculado (Fernandez Abella, 2015).
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Inseminacién cervical:

Es el método més comunmente utilizado, se deposita el semen dentro de los primeros
pliegues cervicales los cuales se visualizan con la ayuda de un espéculo con fuente
de luz. Es barato y relativamente facil, generalmente se utiliza con semen fresco, con
o sin refrigeracion (Gibbons y Cueto, 1995).

Los porcentajes de prefiez logrados en inseminacion cervical con semen fresco, y
dosis de 100-150 millones de espermatozoides, varian entre el 60 y 70%, mientras
gue por medio de la utilizacion de semen congelado por esta via los resultados varian
entre el 20 y el 25% (Gibbons y Cueto, 1995).

Segun Fernandez Abella (2003), la dosis inseminante de semen fresco debe tener
entre 80-100 millones y no ser menor a 60 millones de espermatozoides, mientras que
la inseminacion realizada con semen congelado debe superar los 250 millones de
espermatozoides.

Con la utilizacion de semen congelado ha resultado en rangos poco aceptables de
fertilizacion, pudiendo ser de hasta 10-30% en ovejas (Fernandez Abella, 2015).

Para realizar la IA son necesarios dos tipos de materiales: unos encargados en
depositar o dosificar el semen (pistola o jeringa) y otros de abrir paso a los primeros
(vaginoscopio) (Fernandez Abella, 2015).

El vaginoscopio que se usa normalmente consiste de un tubo de 18-20 cm de largo
con el borde cortado en bisel y un diametro mayor en su base (1,5 a 3 cm). El bisel
permite introducir el vaginoscopio en la vagina de la oveja sin lesionar la mucosa. El
mismo se podria lubricar con vaselina o aceite mineral e introducirse con movimientos
giratorios en la vagina. Generalmente no seria necesario el uso de dichos lubricantes
ya que la vagina se encuentra naturalmente lubricada por el propio mucus de la oveja
en celo (Fernandez Abella, 2015).

La pistola para inseminar consta de una canula larga y mediante un émbolo accionado
por una varilla dentada se pueden realizar dosis de hasta 0,01 ml (Fernandez Abella,
2015).

La técnica del método cervical consiste en introducir el vaginoscopio con una mano,
localizando el cuello del atero, mientras que con la otra se introduce la pistola
dosificadora (multidosis) dentro del mismo, y este a su vez ayuda a retirar el mucus
exterior y facilita la observacion del orificio. En estos casos se levanta el tren posterior
de la oveja y parte del mucus se retira utilizando el vaginoscopio como embudo. No
debe retirarse todo el mucus ya que este facilita el transporte espermatico (Fernandez
Abella, 2015).

Localizando 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 el semen fluya hacia la vagina, lograndose con esa operacion
el plegamiento vaginal. Esta operacion es muy importante, siendo generalmente
olvidado por los inseminadores para acelerar su trabajo, perdiéndose gran parte del
volumen de la dosis la cual queda en la vagina (Fernandez Abella, 2015).

Una vez descargado el semen es conveniente que la hembra permanezca en un brete
contiguo a los machos por un par de horas (Gibbons y Cueto, 1995).
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Inseminacién intrauterina o por laparoscopia:

Esta fue desarrollada en la década del “80 por investigadores australianos donde
depositaron el semen descongelado directamente en la luz de los cuernos uterinos,
permitiendo obtener porcentajes de prefiez superiores al 50%. Esta técnica permite
asimismo realizar un uso muy eficiente del semen. Al depositarse la dosis de
inseminacién en proximidad al lugar de fecundacién, basta con disponer de un bajo
namero de espermatozoides por hembra inseminada. Esto posibilita obtener,
mediante una adecuada dilucién y fraccionamiento del semen, entre 60 y 100 dosis
de 40 a 50 millones de espermatozoides por eyaculado (volumen de inseminacion
0,25 mL (Gibbons y Cueto, 1993).

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

La inseminacion artificial laparoscopica (IAL) es una técnica que involucra una cirugia
menor (Laparoscopia), donde el semen es depositado directamente dentro de la
cavidad uterina (Dogan y col., 2004).

Se introduce en la cavidad abdominal un trocar de 7 mmy canula a la izquierda de la
linea media de la oveja y a unos 5 cm de la ubre, cuidando de no perforar las venas
visibles a simple vista. Antes de introducir el trocar de 5 mm y canula a la derecha de
la linea media, es conveniente dejar ingresar aire dentro de la cavidad abdominal, lo
gue facilita la visualizacidon de los 6rganos internos. Reemplazando el trocar de 7 mm
por el laparoscopio, se examina la cavidad abdominal para la localizacién de los
cuernos uterinos (Gibbons y Cueto, 1995).

La inseminacion de la dosis seminal se realiza mediante inyeccion en el tercio medio
y en dorsal del cuerno uterino, depositando la mitad de la dosis de semen. El semen
debe fluir libremente hacia el interior del Utero. A continuacion, se repite la maniobra
en el otro cuerno (Gibbons y Cueto, 1995).

El volumen de la dosis utilizado normalmente en inseminacion laparoscépica es de
0.25 cc. El nimero de espermatozoides totales por dosis de inseminacion varia entre
40 y 50 millones, obteniéndose tasas de prefiez del 50 al 60% (Gibbons y Cueto,
1995).

Cuando se utiliza semen fresco con este método se logran fertilizaciones mayores del
80%, con semen congelado los rangos alcanzados van desde 50 hasta 80% de
concepcion (Bearden y Fuquay, 1982; Salamon, 1990). La inseminacion intrauterina
por laparoscopia tiene su mayor utilidad en programas de transferencia de embriones,
en donde la utilizacién de otras técnicas tiene algunas desventajas que son rebasadas
por la deposicidon del semen intrauterinamente (Bearden y Fuquay, 1982; Salamon,
1990; Mejia y Hernandez, 1996; Ishwar y Momon, 1996; Jiménez y col., 2004;
Quezada y Pérez., 2004).

23



7.6.3. Conservacion del semen:

Semen refrigerado o enfriado:

La preservacion a bajas temperaturas, 5 °C resulta adecuada para periodos entre 12
y 24 horas (Salamon y col., 1990). La fertilidad tras la IA declina en relacion al tiempo
de preservacion del semen, siendo mas marcado luego de las 24 horas de
almacenamiento, debido a que los espermatozoides experimentan cambios que
determinan una menor vida media (Maxwell y Watson, 1996).

El semen fresco debe utilizarse lo méas rapido posible, manteniéndolo a temperatura
ambiente (entre 20 y 30 grados) por no mas de dos horas. Para conservarlo por mas
tiempo se lo debe diluir, entre los posibles diluyentes a utilizar, la leche descremada
permite el almacenamiento del semen (10 a 15 grados) manteniendo una buena
fertilidad durante 12 horas (Fernandez Abella, 2003).

Si se desea conservar por mas horas (hasta 2 dias) se debe agregar yema de huevo
alaleche arazén de 5 a 10 % del volumen total (Fernandez Abella, 2003).

En ovinos, el semen debe diluirse en relacion al tiempo de conservacion, por ejemplo
relaciones 1:2 (1 de semen: 2 de diluyente) o 1:3, cuando se conserva por menos de
24hs, relaciones de 1:4 a 1:5 cuando se conserva por mas tiempo, mientras que
diluciones mayores reducen la fertilidad (Fernandez Abella, 2003).

La fertilidad obtenida con el semen refrigerado dependera de la calidad del mismo y
de las horas de conservacion (Fernandez Abella y col., 2015).

Semen congelado:

El objetivo principal de la criopreservacion es el mantenimiento de la viabilidad y
funcionalidad celular por un periodo prolongado de tiempo. Para lo cual, es necesario
mantener el semen a temperaturas inferiores a —130°C para detener completamente
los procesos metabdlicos (Medeiros y col., 2002). La supervivencia a la congelacion
es el producto de numerosos factores que interaccionan entre si (Boiso, 2001).

La criopreservacion de cualquier material biolégico se efectla indispensablemente
dentro de una solucion que otorgue propiedades fisico- quimicas favorables para la
sobrevivencia durante la congelacion y descongelacion (Vila, 1984).

Cuando la suspension alcanza temperaturas entre -5 y -10°C se forman ndcleos de
hielo, que se distribuyen aleatoriamente en el medio extracelular. La membrana
plasmatica del espermatozoide constituye una barrera que detiene la formacion de
hielo dentro de la célula (Vilay Garcia, 1983; Holt, 2000).

La cristalizaciéon en el medio extracelular da lugar a hielo puro, dejando los solutos
progresivamente mas concentrados en la fraccion liquida. Este proceso recibe el
nombre de crioconcentracion. La fraccion liquida se hace hipertonica y en respuesta
a la diferencia de gradientes de concentracion, la célula se deshidrata (Boiso, 2001).

El punto eutéctico refleja la maxima concentracion de solutos que puede alcanzarse
justo antes de que el agua y los solutos se solidifiquen conjuntamente (Grossmann y
Santalo, 1991). Cuando la temperatura baja hasta alcanzar el punto eutéctico, la
fraccion no congelada y los solutos se solidifican (Vila y Carretero, 1985). Al ocurrir la
cristalizacién, hay una liberacion de energia en forma de calor latente de solidificacion.
Esto eleva transitoriamente la temperatura de la solucion. Este proceso de aumento y
disminucién rapida de la temperatura es perjudicial para las células (Boiso, 2001).
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La velocidad de congelamiento es un factor importante en la criopreservacion. Cuando
la velocidad de congelamiento es muy répida, la célula no es capaz de deshidratarse
lo suficiente (Boiso, 2001). Consecuentemente, se produce una inadecuada
deshidratacion y el agua que aun se encuentra en el interior de la célula forma cristales
de hielo, que tienen un efecto letal para la célula (Mazur, 1984). Por el contrario, si la
velocidad es demasiado lenta, la deshidratacién sera extrema pudiendo llegar al
colapso celular (Boiso, 2001). La deshidratacién severa produce la desnaturalizacion
de macromoléculas y una reduccion excesiva del tamafo celular hasta el colapso
irreversible de la membrana plasmética (Mazur, 1984).

La supervivencia celular sera maxima a una velocidad de congelamiento adecuada,
gue es especifica para cada tipo celular (Holt, 2000). La velocidad de congelamiento
es de considerable importancia durante el “rango critico de temperatura”, definido
como el periodo donde ocurre la formacién de cristales de hielo y la consecuente
deshidratacion celular (Kumar y col., 2003).

Durante los procesos de conservacién, congelacion y descongelacion se observan
alteraciones bioquimicas y anatomicas de las células espermaticas lo cual causan
pérdidas en la capacidad fecundante de los espermatozoides (Fernandez Abella,
2003).

Para lograr prolongar la vida de los espermatozoides se debe retardar o detener el
metabolismo. Reducir la temperatura es la forma mas comun para lograr reducir el
metabolismo (Ungerfeld, 2002).

La conservacion del semen en nitrogeno liquido tiene como objetivo fundamental
prolongar la viabilidad de los gametos masculinos de forma indefinida, ya que a
temperatura ambiente o de refrigeracion los espermatozoides degeneran con cierta
rapidez, debido principalmente al agotamiento de las reservas energéticas
(Hammerstedt y col., 1990).

Existen diversos protocolos para congelar semen, uno de los mas difundidos es la
dilucion en un paso. Este tipo de protocolo implica el agregado de un Unico diluyente
hasta lograr la concentracion espermatica necesatria, para luego seguir con el enfriado
a 5°C en 1,5 a 2 horas, sucediéndose la equilibracion en ese plazo, luego el envasado
y el congelado (Ungerfeld, 2002).

En otros parte del diluyente se agrega a 30°C (diluyente 1) y el resto a 5°C (diluyente
2) (dos pasos). Se debe realizar periodos de equilibrio luego del agregado de un
diluyente, normalmente estos duran entre 90 y 120 minutos (Fernandez Abella, 2015).

7.6.4. Diluyentes:

El semen obtenido debe ser mezclado con sustancias liquidas llamadas diluyentes,
con la finalidad de aumentar el volumen del eyaculado e incrementar el nUmero de
dosis y sacar un maximo provecho a la capacidad reproductora del macho (Bearden
y Fuquay., 1982; Hafez, 2000).

Los diluyentes son compuestos quimicos, o conjunto de sustancias que preservan la
viabilidad y fertilidad del semen (Cavestany, 1994).

Estos deben de ser isoténico con respecto al semen, tener capacidad buffer el pH de
la fraccion rica del semen es de 6,8 a 7,4 los espermatozoides y las bacterias producen
algunos metabolitos como el acido lactico, por lo que las sustancias buffer son
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necesarias en la preservacion del semen, proteger a los espermatozoides durante el
enfriamiento desde temperatura corporal a 5° C, proveer una adecuada combinacion
de nutrientes para los espermatozoides. La mayoria contiene glucosa como principal
fuente de energia, otras fuentes utilizadas son galactosa, fructosa, ribosa y trehalosa.
Deben estar libres de microorganismos infecciosos y contener electrolitos para regular
la presién osmatica, para esto se utilizan sales como NaCl y KCI (Hafez, 2000)

Ademas deben tener agentes protectores para las membranas celulares, durante el
enfriamiento a 5°C se utiliza yema de huevo y en el congelamiento se utiliza glicerol
(Hafez, 2000).

Clases de diluyentes:
Diluyentes naturales:

Salamén y Maxwell (2000), reporta que en ambientes de campo el diluyente del semen
mas facilmente aceptable es la leche bovina, que se puede utilizar tanto entera, como
descremada o en polvo siempre que se vaya a proceder a la IA cervical o vaginal.

Se utiliza también leche tratada a altas temperaturas (UHT), que tiene la propiedad de
conservarse mejor. Si se utiliza leche entera, descremada o en polvo se debe calentar
a 92-95 °C, en bafo de agua Maria, durante 8-10 minutos, para inactivar los factores
toxicos de su funcion proteica (Laing y col, 1990).

Diluyentes sintéticos:

Los diluyentes sintéticos son ampliamente utilizados en la dilucién del semen de
carnero, contienen como amortiguador tris o citrato, glucosa o fructosa como fuente
de energia y yema de huevo para proteger la membrana del espermatozoide contra
el shock por frio (Fernandez y col., 2001).

7.6.5. Empaquetado del semen

El semen puede congelarse en pastillas (pellets, pildoras) o en pajuelas. Desde el
punto de vista practico la congelacion de pajuelas presenta ciertas ventajas; tales
como ser homogéneas al proveer mayor superficie de contacto al frio, mayor higiene
y mejor identificacion del semen (Fernandez Abella, 2015).

Existen varios tipos de pajuelas:

-La francesa en 3 tamarios, utilizandose actualmente la mediana (0,50 mL) y la fina
(0.25 mL). Ambas presentan un largo de 133 mm y un diametro de 2 a 1 mm
respectivamente (Fernandez Abella, 2015).

-La alemana de 0,30 mL con un largo de 65 mm y un didmetro de 2,8 mm (Fernandez
Abella, 2015).

-La americana en 3 volumenes 0,50; 0,30 y 0,25 mL con diferentes didmetros
respectivamente (Fernandez Abella, 2015).

Las pajuelas luego del llenado son selladas con alcohol polivinilico tamizado o por
medio de un tapon con soldadura térmica o a presion (Fernandez Abella, 2015).
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7.6.6. Descongelacién del semen

Otro aspecto importante que incide sobre la viabilidad de las células espermaticas
congeladas es la velocidad de descongelacion (Bank y Brockbank, 1987).

La velocidad 6ptima de descongelacion depende en gran medida de la técnica
aplicada para la congelacion (Robbins y col., 1976; Fiser y Fairfull., 1986). Cuando se
utilizan velocidades de congelacion altas los mejores resultados post-descongelacion
han sido obtenidos con descongelaciones también rapidas (Fiser y Fairfull., 1986). Por
el contrario, si la congelacion se realiza con velocidades lentas y la descongelacion es
rapida, no se concede a la célula espermatica el tiempo suficiente para que
restablezca el equilibrio osmético con el medio externo (Leibo, 1981), originandose la
entrada de agua al interior del espermatozoide, provocando la ruptura de estructuras
celulares (Mazur, 1980; Fiser y Fairfull., 1986).

Finalmente, el descongelamiento del semen es tan importante como el congelamiento,
porque los espermatozoides tienen que atravesar nuevamente el “rango critico de
temperatura” (Salamon y Maxwell, 2000). El descongelamiento rapido es necesario
para prevenir la recristalizacion de cualquier cristal de hielo intracelular presente en el
espermatozoide. En la mayoria de trabajos, la descongelacion de pajuelas de semen
ovino se ha realizado en bafio maria a 37- 50°C durante algunos segundos hasta 5
minutos (Fiser y Fairfull., 1986; Molinia y col., 1994a, 1994b; Aisen y col., 2000; Gil y
col., 2000; El-Alamy y Foote, 2001; Gil y col., 2003b; Kumar y col., 2003).

7.6.7. Evaluacion Seminal

La calidad del semen debe evaluarse antes de utilizar un macho como semental, una
vez obtenido el semen hay varios criterios para evaluar la calidad de la muestra. Ya
sea si se utilizan técnicas clasicas asi como las automatizadas siempre el resultado
es una estimacion de la capacidad potencial de fertilizacion de los espermatozoides
(Hafez, 2000).

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 penetracidon y transferencia Optima del material genético (Graham,
1996).

La evaluacion del semen para su conservacion es una condicion fundamental,
reduciendo las pérdidas espermaticas producto de la congelacion y descongelaciéon
del mismo (Fernandez abella, 2015).

El semen esta constituido por dos partes: Las células espermaticas o
espermatozoides y el plasma seminal o espermatico, este es resultado de los
productos secretados por las glandulas anexas (vesiculas seminales, uretrales o de
littré, bulbouretrales o de Cowper y la prostata) (Fernandez abella, 2015).

En el semen del carnero la relacion plasma seminal/espermatozoides es de 75/25,
pudiendo alcanzar valores del 95% del primero (95/5) especialmente cuando el semen
se obtiene por electroeyaculacion. Por medio de la centrifugacién a 2000 r.p.m durante
10 minutos se pueden separar los dos componentes del semen quedando las células
espermaticas en la parte inferior (Fernandez abella, 2015).
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Los métodos de evaluacion del semen se pueden clasificar en:
1. Pruebas macroscopicas; volumen, color, olor, movilidad en masa, pH.

2. Pruebas microscoépicas; concentracion, motilidad, morfologia, porcentaje de
espermatozoides vivos o muertos.

3. Pruebas bioldgicas; porcentaje de prefiez, resistencia del espermatozoide,
viabilidad.

4. Pruebas bioquimicas; coeficiente respiratorio, indice de fructdlisis, poder
deshidrogenante y acidez.

-Pruebas macroscopicas:
Volumen

Se puede evaluar en la misma copa o tubo graduado, resultando normalmente 0,8 a
1,2 mL., dependiendo de la excitacion del carnero, edad, tipo de vagina, habilidad del
operador, entre otros. Fundamentalmente del volumen testicular (Duran del campo,
1980).

Color

El semen debera ser blanco-cremoso; la disminucion de la concentracion transformara
el color y aspecto y la azoospermia lo hara casi incoloro (Duran del campo, 1980).

Cuadro 1. Determinacion de la concentracion espermatica a través del color del
eyaculado

Tonalidad Millones espermatozoides/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 Ferndndez Abella 2002.

Debe ser desechado el eyaculado que tenga color rojizo, ya que éste indica la
presencia de sangre. Asimismo, los colores grises o marrones en el semen indican
contaminacion o infeccién (Gibbons y col., 1993).

28



Olor

El semen debe de ser inodoro salvo la presencia de algun foco infeccioso (Ferndndez
Abella, 2015).

Movilidad en masa

La motilidad masal se observa en el propio tubo de colecta o copa recolectora. Se
pueden observar ondas que son producto de la concentracién espermética, movilidad
de espermatozoides y porcentaje de células esperméaticas vivas. En caso de duda se
puede poner una gota de la muestra en un portaobjeto y observar (Fernandez Abella,
2003).

Cuadro 2. Grados de movilidad en masa e individual

Grado Movilidad masal Movilidad individual
(Macroscopica) (Microscopica)
0 Sin corrientes Sin movimiento
progresivo
1 Pocas corrientes 20% de movimiento
progresivo
2 Muchas corrientes 40% de movimiento
moderadas progresivo
3 Muchas corrientes 60% de movimiento
progresivo
4 Muchas corrientes 80% de movimiento
rapidas progresivo
5 Numerosas ondas de | Casi 100% de
tipo tumultuoso movimiento
rapidas y vigorosas progresivo

Fuente: Moule, 1970.
pH

El valor normal en un carnero es de 6.8, pudiendo disminuir en caso de gran
concentracion, o virar hacia la alcalinidad en muestras poco concentradas (Duran del
Campo, 1980).

La toma del pH es muy sencilla y puede practicarse en el medio rural, usando como
reactivo papeles especiales que cambian de color segun la acidez del medio (Duran
del Campo, 1980).

-Pruebas microscopicas:

Las pruebas microscopicas comprenden el estudio del movimiento masal, motilidad
individual, concentracion, morfologia y vitalidad, utilizando microscopio 6ptico, con
contraste de fases y platina termostatizada a 35- 37° C preferentemente. Luego de
agitar y homogeneizar el eyaculado, se procede a sacar una gota con una pipeta
Pasteur templada y colocarla en un portaobjeto limpio, seco y entibiado a 37°C, se
realiza la observacion microscopica con 100 aumentos (Gibbons y col., 1993).
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En la evaluacion de la motilidad individual se verifica el porcentaje de espermatozoides
gue presentan un movimiento progresivo o normal, ya que esto determina que el
espermatozoide avance y pueda fecundar (Fernandez Abella, 2015).

Movilidad

A nivel de microscopio debemos evaluar el tipo de desplazamiento- lento, oscilante,
en retroceso, vibratorios, entre otros.

Concentracion

Cantidad de espermatozoides por unidad de volumen, en un carnero se encuentra
entre 2000 y 4000 millones/mL. Existen distintos métodos que nos permiten cuantificar
cantidad de espermatozoides por unidad de volumen en el eyaculado, entre ellos se
encuentran diferentes hemocitometros o cAmaras de recuento, Neubauer, Thoma o
Makler y en fotocolorimetro. Son métodos precisos, siendo el fotocolorimetro mas
rapido y las camaras menos costosas (Gibbons y col., 1993).

Para realizar el recuento en camara de Neubauer, se debe aspirar semen en una
pipeta que contiene suero fisioldgico igual a 1:200. Luego de aspirarlo, se debe limpiar
el extremo de la pipeta para que no altere los resultados. Se coloca al borde del
cubreobjetos y se dejan caer las gotas de semen de manera que por capilaridad se
cargue la camara. Esta cuenta con dos reticulos, con cinco cuadrados grandes, y
dentro de cada uno de estos hay 16 cuadrados chicos, separados por lineas dobles o
triples. La superficie total de la camara es de 1/ 2,5 mmz2, la altura es de 1/10 mmy la
dilucion 1:200, por lo que la concentracién se obtiene (millones/ mL) multiplicando el
numero de cuadrados grandes por el factor 5000. En el recuento de cada cuadrado
se tienen en cuenta todos los espermatozoides que se encuentran, siempre
manteniendo el criterio de las cabezas, considerandolos dentro o fuera dependiendo
de la ubicacion de la misma (Fernandez Abella, 2015).

El fotocolorimetro se basa en que el pasaje de luz a través de una muestra de semen
es inversamente proporcional a su concentracion. El fotocolorimetro se calibra con 15
0 mas conteos en hemocitdmetro (Fernandez Abella, 2015).

Morfologia

Su estudio es importante toda vez que la apariencia del semen no sea buena; el
porcentaje de células anormales esta estrictamente relacionado a la fertilidad (Duran
del Campo, 1980).

Un eyaculado con un porcentaje de anormalidades superior a 20% deberia eliminarse,
excepto que predominen las anormalidades del flagelo ya que éstas estan menos
relacionadas a la fertilidad (Fernandez Abella, 2003).

No solo evaluamos las formas normales y clasificamos las anormales, sino que
también podemos estimar el porcentaje de células vivas.

El estudio se lleva a cabo colocando una gota de semen con dos gotas de suero
fisiol6gico y una gota de colorante eosina/ nigrosina previamente calentado a 30°C en
un portaobjeto, mezclando 5 a 10 segundos. Manteniendo todo a 30°C en estufa o

30



platina se esperan 40 a 50 segundos, se realiza el frotis y se observa en microscopio
sin cubreobjetos (Fernandez Abella, 2003).

Vitalidad

Se evalla a través de la tincibn con eosina-nigrosina, se observan los
espermatozoides muertos tefiidos de rosado (Fernandez Abella, 2003).

-Pruebas Bioquimicas:
Generalmente son test de laboratorios (Fernandez Abella, 2003).
Coeficiente respiratorio

Mide el aumento de cantidad de fructosa que se gasta como consecuencia de la
actividad espermatica (Duran del Campo, 1980).

Test de deshidrogenacién o del azul de metileno

La prueba se basa en la actividad catalizadora de ciertas enzimas-deshidrogenasas-
existentes en el citoplasma de las células vivas- incluido espermatozoides-que
provocan liberacion de hidrogeno. El tiempo que emplea una muestra de semen a
temperatura homogénea para decolorar el azul, da una cifra que indica la actividad de
los espermatozoides (Duran del Campo, 1980).

7.6.8 indice de calidad espermatica, ICE.

El ICE, es un indice para evaluar calidad espermatica, fue desarrollado para su uso
en bovinos por Godfrey y col. (1990) y mas tarde fue adaptado para carneros por
Fernandez Abella y col. (1993). Se calcula para cada animal en cada muestreo
combinando los valores de: motilidad masal, porcentaje de espermatozoides Vvivos,
porcentaje de espermatozoides normales y concentracion, utilizando la siguiente
formula:

ICE= (motilidad masal + % spz vivos + % spz normales + concentracion)/4

Los tres ultimos componentes son llevados a una escala de 0 a 5 segun el criterio que
se puede observar en el cuadro 3.

Cuadro 3. Escala de componentes que conforman el indice de calidad espermatica
(I.C.E)).

Grado % vivos % normales Concentracioén (x10°)
0 0 0-30 <1,00
1 1-20 31-40 1,00-1,50
2 21-40 41-50 1,51-2,50
3 41-60 51-60 2,51-3,50
4 61-80 61-80 3,51-4,00
5 81-100 81-100 >4,00

Fuente: Fernandez Abella y col, 2003.
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7.7. Sistema CASA:

Con la idea de estandarizar y corregir los problemas de la subjetividad y de la
variabilidad de algunos de los pardmetros convencionales del seminograma clasico
se empez6 a investigar la forma de automatizar y estandarizar el andlisis del
movimiento espermatico mediante el uso de sistemas informaticos. El sistema
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) combina una camara termostaticamente
controlada, denominada camara de Makler, en la cual se deposita una alicuota de
semen y se mantiene la temperatura (37°C) durante el examen. Por otra parte, posee
un sistema optico con iluminacion de contraste de fase, un detector de imagenes, un
sistema de computacion y un monitor de video. Este sistema permite calcular el
porcentaje de espermatozoides moviles, el porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva y la velocidad de movimiento (Brogliatti, 2008).

La aparicion de los sistemas informatizados de digitalizacion de imagenes, tales como
el sistema CASA, abri6 un nuevo campo en el estudio de la motilidad de los
espermatozoides. Estos sistemas han automatizado y simplificado el proceso. Las
imagenes obtenidas permiten evaluar varios parametros, incluyendo la concentracion,
morfologia y movimiento espermatico. El sistema CASA establece, de una manera
efectiva, medidas cuantitativas del movimiento individual de los espermatozoides, por
lo que con este tipo de analisis se pueden obtener medidas correctas de la motilidad
espermatica que proporcionen informacion precisa acerca del estado funcional del
axonemay de las membranas espermaticas (Mortimer, 2004).

Estimar la capacidad fecundante de las muestras seminales es sumamente
importante, para ello Graham y Mocé (2005), sugieren el uso de equipos como el
sistema CASA, ya que proporciona datos mas precisos y objetivos sobre las muestras.

El software que contiene el CASA, identifica y mide automéaticamente los parametros
de los movimientos de los espermatozoides en campos microscopicos capturados con
objetivo 10X y contraste de fase negativa. También calcula porcentaje y concentracion
espermatica de la muestra seminal. Los resultados del analisis incluyen los
parametros de: Velocidad curvilinea (VCL), Velocidad media (VAP), Velocidad
rectilinea (VSL), indice de rectitud (STR), indice de linealidad (LIN), entre otros. El
tiempo de analisis es de 1 segundo por campo (Bernardi y col., 2011).

- VCL - Velocidad curvilinea (um/s): velocidad media medida punto a punto sobre el
recorrido de la cabeza espermatica. Es la distancia total que la cabeza del
espermatozoide cubre en el periodo de observacién y es siempre el mayor de los tres
parametros de velocidad (Quintero-Moreno y col., 2003).

- VSL - Velocidad rectilinea (um/s): velocidad media medida en una linea recta desde
el principio hasta el final de la trayectoria recorrida. Se determina como la distancia en
linea recta entre el primero y el Gltimo punto de la trayectoria y da el espacio recorrido
en el periodo de observacion. Es siempre el menor de los tres parametros de velocidad
en cualquier espermatozoide (Quintero-Moreno y col., 2003).

- VAP - Velocidad media (um/s): velocidad media del recorrido del espermatozoide.
Se determina como la distancia que el espermatozoide ha seguido en su trayectoria
durante el periodo de observacion. Puede parecer similar a la VSL (Quintero-Moreno
y col., 2003).
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- LIN - indice de linealidad (%): estima la proximidad de las trayectorias de las células
espermaticas a una linea recta. Se calcula como el cociente entre la velocidad media
medida en una linea recta (VSL) y la velocidad media medida punto a punto a lo largo
del recorrido (VCL) — (VSL / VCL) x 100 (Quintero-Moreno y col., 2003).

- STR - indice de rectitud (%): estima la proximidad del recorrido seguido por las
células espermaticas a una linea recta y se calcula como cociente entre la velocidad
media medida en una linea recta desde el primer punto hasta el Gltimo de la trayectoria
recorrida (VSL) y la velocidad media del recorrido del espermatozoide (VAP) — (VSL
/ VAP) x 100 (Quintero-Moreno y col., 2003).

VCL

Figura 1. Parametros de motilidad obtenidos por el C.A.S.A.
Fuente: Quintero-Moreno y col., 2003.

Figura 2. Parametros de motilidad obtenidos por el C.A.S.A.

Fuente: Quintero-Moreno y col., 2003.
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Para llevar a cabo el analisis de movilidad, debe tenerse en cuenta que el tiempo
gue pasa desde la obtencion o descongelacion del semen hasta el analisis no sea
largo, ya que se producen cambios en los espermatozoides que afectan la
movilidad. También es extremadamente importante no exponer la muestra a
repentinos cambios de luz y/o temperatura. Antes de pipetear la muestra debe ser
homogeneizada, ya que los espermatozoides muertos tienden a sedimentar,
mientras que los vivos se mantienen en movimiento suspendidos en el medio, y
esto llevaria a un error en los resultados. Luego de depositar la muestra en un
portaobjetos se procede a capturar y analizar los campos microscoépicos, los
espermatozoides son clasificados segun su movimiento y marcados con
diferentes colores. A partir de las imagenes obtenidas se realizan las
determinaciones porcentuales y absolutas de los diferentes parametros y se
elaboran los informes correspondientes. Es de gran importancia analizar un
minimo de 200 células por campo (ISASv1®).

[ Adauisicien| Visualizar |

Ver recorrido 223

Velocidades

77
Lentos 15
Medios 1
Répidos 5

[ Wer nimeros
E spermatozoide

Nimero: 0

Ver Caracteristicas

- ; o

/l[ ........ III I [|/[//|||| 4444444 il |_| 0 Imagen 1/ 25 Q':ﬁ Salir

Figura 3. Visualizacion de un campo en el médulo de motilidad del sistema
ISASv 1® Fuente: Equipo Laboratorio PDU Rumiantes, CENUR Litoral Norte, Salto

Para evaluar la concentracion es necesario homogeneizar y fijar la muestra. Los
espermatozoides deben ser inmovilizados mediante una fijacion quimica para obtener
un recuento correcto. Para ello se utiliza una solucién conteniendo 50 g de NaHCO3,
10 mL de formol al 35% (v/v) y agua destilada cantidad suficiente para un volumen de
1000 mL. La muestra se debe agitar vigorosamente y cargar la camara de Makler con
una alicuota de la muestra fijada utilizando una micropipeta. Después se deja reposar
5 minutos para obtener la sedimentacion celular y tener todos los espermatozoides en
el mismo plano focal. Luego se capturan y analizan diferentes campos microscopicos,
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los espermatozoides se visualizan marcados con una cruz amarilla. A partir del analisis
de las imagenes se realizan los recuentos y se elabora el informe correspondiente
(ISASV1®).

Sin embargo, el sistema CASA es costoso y necesita una exacta calibracion. Si bien,
la motilidad es solo uno de los muchos atributos de un espermatozoide fértil, fue el
primer atributo utilizado y sigue siendo el mas frecuentemente usado como indicador
de la funcion espermatica (Stornelli y De la Sota, 2005).

7.7.1. Estandarizacion del sistema:

A pesar de sus ventajas, como la objetividad mostrada por estos sistemas, algunos
autores han advertido sobre el mal uso de los resultados obtenidos por los sistemas
CASA (Katkov y Lulat, 2000). Por otra parte, debemos tener en cuenta que tanto el
hardware como el software empleados para la identificacion y determinacién del
desplazamiento de los espermatozoides individuales, junto con el andlisis de las
caracteristicas del movimiento, difieren entre los sistemas comercialmente
disponibles. Esto, unido al patréon de movimiento especifico que presenta el
espermatozoide de cada especie estudiada, hace especialmente importante la
estandarizacion del sistema y las condiciones de trabajo, pilar fundamental en la
obtencion de resultados repetibles y comparables con los obtenidos por otros
laboratorios (Eshre, 1998; Verstegen y col., 2002).

Es sumamente importante realizar una dilucion previa de las muestras de esperma
tomando en cuenta la concentracion, con diluyentes que no alteren las caracteristicas
cinéticas del espermatozoide (Vantman y col., 1988; Farrell y col., 1998; Maxwell y
Johnson, 1999).

En este sentido, cabe destacar que estudios previos han demostrado que la
composicion del diluyente de esperma empleado y el grado de dilucion pueden influir
en los resultados obtenidos con los sistemas CASA (Farrell y col., 1996; Mortimer y
Maxwell, 2004). Por otra parte, otros autores han demostrado la influencia de la
temperatura de andlisis (Davis y col., 1995), el tipo de camara (Verstegen y col., 2002)
0 el numero de espermatozoides capturados en cada muestra (Jasko y col., 1990;
Varner y col., 1991), entre otros factores.

No menos importante en la determinacion correcta del movimiento espermatico,
siendo el propio sistema CASA, el que debe procesar los datos de forma precisa. Para
tal fin, estudios previos han demostrado que es imprescindible la estandarizacion del
sistema, a través de la configuracion del software mediante un “set up” especifico para
cada especie. Asi, podemos seleccionar la frecuencia y el numero de fotogramas
(frames) a capturar (Mortimer y Maxwell., 2004; Wilson-Leedy y Ingermann, 2007),
parametros especificos de la especie a estudiar (Verstegen y col., 2002). A este
respecto, el uso de ajustes del analisis inadecuados podria dar lugar a cambios en el
célculo de las variables cinéticas (Davis y col., 1995; Mortimer y Maxwell., 2004;
Verstegeny col., 2002), obteniéndose asi resultados erréneos en aquellos parametros
cinéticos mas relacionado con la fertilidad (Anel, 1999).
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7.7.2. Determinacién de Subpoblaciones Esperméticas:

El uso del sistema CASA ha sido una herramienta en la investigacion de las
subpoblaciones espermaticas en diferentes especies. El establecimiento de estas se
ha hecho con base a una serie de datos objetivos proporcionados por este sistema.
El porcentaje de células mdviles presentes en la muestra y la calidad media de ese
movimiento, permiten identificar la existencia de subpoblaciones de espermatozoides,
con distintos patrones de movimiento, que coexisten en la misma muestra de semen,
lo cual es una visibn mas real, ya que una muestra de semen es una poblacién
heterogénea con distribucion normal (Muifio y col., 2006).

Los eyaculados de la mayoria de los mamiferos son conocidos por presentar un grado
de heterogeneidad elevado (Dorado y col, 2010), lo que significa que
espermatozoides con diferentes cualidades coexisten en un mismo eyaculado
(Chantler y col., 2004).

Respecto a la identificacién de subpoblaciones cinéticas, es necesario el analisis
objetivo y preciso del movimiento, el cual no fue posible hasta el desarrollo de los
sistemas CASA (Boyers y col.,, 1989). Estos sistemas permiten identificar a los
espermatozoides de una manera individual por sus caracteristicas cinéticas (Wilson-
Leedy y Ingermann, 2007). El uso de estos sistemas junto al analisis estadistico
multivariante han demostrado la existencia de subpoblaciones cinéticas en
eyaculados de diferentes especies, como el titi (Holt y col., 1996), la gacela (Abaigar
y col., 1997; Abaigar y col., 2001), el caballo (Quintero- Morenoy col., 2003), el asno
(Miré y col., 2005; Alvarez y col., 2008; Flores | y col., 2008; Dorado y col., 2013) el
cerdo (Abaigar y col., 1999; Quintero-Moreno y col., 2004; Cremades y col., 2005;
Rivera y col., 2005; Rivera y col., 2006), el perro (Nufiez-Martinez y col., 2006a;
Nufiez-Martinez y col., 2006b; Dorado y col., 2011a; Dorado y col., 2011b), el conejo
(Quintero-Moreno y col., 2007) y el macho cabrio (Dorado y col., 2009), empleando
diferentes sistemas CASA y analisis estadisticos (Martinez-Pastor y col., 2011)

Algunos autores han propuesto que las diferentes caracteristicas cinéticas influyen en
cierto grado en la calidad espermatica. Por lo tanto Martinez-Pastor y col (2005)
sugieren que las subpoblaciones compuestas por espermatozoides mas rapidos y
lineales son los que presentan mayor calidad de movimiento, mientras que Dorado y
col (2009) consideran que la subpoblacién que muestra un movimiento mas lento y
menos lineal podria significar que presentan algun tipo de compromiso metabdlico.
También se ha descrito que determinadas subpoblaciones estan relacionadas con la
mayor resistencia a la crioconservacion (Martinez-Pastor y col., 2005; Muifio y col.,
2008) o con la fertilidad (Quintero-Moreno y col., 2003; Quintero-Moreno y col., 2004).

Por otro lado, se ha demostrado que ciertos factores influyen en las proporciones de
las distintas subpoblaciones como: la especie, el individuo e incluso el eyaculado de
un mismo individuo son los mas influyentes, como lo demuestran multitud de estudios
realizados en diferentes especies, como el cerdo (Cremades y col., 2005), el toro
(Muifio y col., 2009;), el asno (Miré y col., 2005; Dorado y col., 2013), el caballo
(Abaigar y col., 1999), la gacela (Abaigar y col., 2001), el perro (Nufiez-Martinez y col.,
2006b; Dorado y col., 2011b) o el macho cabrio. Otro de los factores influyentes en la
estructura sub poblacional de un eyaculado es la calidad seminal de la muestra
(Dorado y col., 2009; Miré y col., 2005; Quintero-Moreno y col., 2007; Rivera y col.,
2006) o la raza (Quintero-Moreno y col., 2007).
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8. HIPOTESIS:

El semen ovino es altamente susceptible a los cambios de temperatura durante su
manipulacion en el proceso de congelamiento.

9. OBJETIVOS:
9.1 Objetivo general:

e Evaluar el impacto de modificaciones en los protocolos de congelamiento sobre la
calidad del semen ovino, en machos Merino Australiano de la categoria dos dientes.

9.2 Objetivos especificos:

e Evaluar diferentes momentos de empaquetado del semen ovino, pre y pos
equilibramiento.

e Evaluar efecto temperatura al hacer el empaquetamiento (20.0°C, 4.0°C y 7.8°C).
utilizando para ello los indicadores de motilidad (velocidad de movimiento, tipo de
movimiento) y concentracion, post descongelamiento, en equipo CASA.

e Evaluar las subpoblaciones espermaticas en las muestras post descongelamiento,
en cada tratamiento a traveés de los parametros cinéticos determinadas en el equipo
CASA.
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10. MATERIALES Y METODOS
10.1. Localizacién del ensayo:

El ensayo se llevo a cabo en el mes de Marzo del afio 2018 en la region Norte del
pais, en la Estacion Experimental de la Facultad de Agronomia (EEFAS), situada a
21,5 km de la ciudad de Salto sobre la ruta 31. Latitud: 31° 23" S; Longitud: 57° 57" W.
Tipo de suelo basalto superficial.

Figura 4. Ubicacién geografica EEFAS en el departamento de Salto.

Fuente: Google Maps.

10.2. Ensayo de campo:

Los animales utilizados pertenecen al establecimiento El Totoral, propiedad de familia
Grasso, siendo responsable del mismo el Sr. Enrique Rodriguez Grasso. El mismo
estd 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.

Departamentoide Artga

LS aito jEl totoral

Departamentoide Sailto

Figura 5. Ubicacién del establecimiento “El Totoral” en el departamento de Salto

Fuente: Google Earth.
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Animales:

Los animales utilizados fueron machos Merino Australiano de la categoria 2 dientes,
gue pastoreaban sobre campo natural y suplementados desde el dia 29/01/2018 con
300 g por animal/dia de racién a base de cebada, avena y sorgo.

En los dias 0 (01/02/2018), 1 (02/02/2018), 4 (05/02/2018)

Se evaluaron 15 animales, los cuales fueron sometidos a examen androlégico
completo, determinacién de condicion corporal (CC), (escala de 1 a 5; Jefferies, 1961),
edad, peso vivo (PV), medida de circunferencia escrotal (CE) utilizando un
escrotimetro de cinta metalica (0,1 cm de precision, Rojas y col., 2008). De estos se
descartaron dos animales, uno presentaba Hipospadia y el otro rotacion del testiculo
izquierdo en sentido anti horario.

Para cada una de estas variables se fijaron valores minimos, por debajo de los cuales
el animal seria descartado. Los mismos fueron 2.5, 35 kg y 22 cm, para CC, PV, CE
respectivamente.

A los 13 animales restantes se les extrajo muestras de semen con electroeyaculador
Electrojac 5®, el mismo se utilizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Manual
Electrojac 5®, 2011). A todos los animales se les aplico la misma cantidad de ciclos,
en forma automatica. 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. Disefiado para pasar por los 32 ciclos a menos que
sea interrumpido por el interruptor de encendido/apagado o el interruptor de intervalo.
Los operadores fueron profesionales entrenados en dicha técnica.

Las muestras de semen fueron evaluadas en forma manual a campo,
macroscopicamente: color, olor, consistencia, volumen, movimiento masal,
microscopicamente: motilidad individual, concentracion (Fernandez Abella, 2015). A
nivel de laboratorio se determinaron concentracion, porcentajes de vivos y porcentajes
de normales (morfologia), estas variables se utilizaron para el célculo del ICE
conjuntamente con la motilidad masal (Fernandez Abella y col., 1993). Para este
indice se fij6 como limite inferior 3.0 por debajo del cual el animal seria rechazado.

Una alicuota de dichas muestras se proceso en el sistema computarizado de analisis
de semen ISASvV1® en mddulo de concentracién y motilidad siguiendo instrucciones
del fabricante (Manual ISASv1®, 2015). Las variables que se determinaron fueron las
siguientes: concentracion (millones espermatozoides/ ml), tipo de movimiento
(estatico, progresivo y no progresivo), velocidad de movimiento (estaticos, lentos y
rapidos) y diferentes variables cinéticas en cada grupo de espermatozoides segun tipo
y velocidad de movimiento, VCL, VSL, VAP.

En cada andlisis de las muestras procesadas se realizaron 6 capturas al azar,
analizando siempre un namero superior a 200 células, y manteniendo una diferencia
igual o inferior a 10% entre los campos analizados siguiendo las instrucciones del
Manual ISASv1® (2015).

De los 13 carneros evaluados, 4 fueron descartados por la baja concentracion de
espermatozoides o la presencia de sangre u orina en el semen. De los 9 restantes,
dos se descartaron por presentar bajo ICE (<3.0). El grupo seleccionado de 7 carneros
presentaba valores de ICE entre 3.0y 4.0.
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Asimismo, de este grupo se utilizaron 6 animales y se reservd uno como suplente. Se
seleccioné la categoria dos dientes a solicitud del establecimiento comercial donde se
realizé el ensayo a campo, el mismo tiene como principal rubro la comercializacion de
reproductores por lo que se plantea el desafio de seleccionarlos en forma temprana
y en consecuencia obtener prontamente rédito a su valor genético.

Manejo sanitario:

A la totalidad de los machos utilizados en este ensayo se les realiz6 previo al inicio
analisis parasitolégico mediante 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 base a los resultados obtenidos el
establecimiento dosificé con 10 mg/ kg via oral de Closantel (Saguicid C- L 10%®
Laboratorio Dispert, Montevideo, Uruguay) el 24/01/18. Asimismo, todos los animales
fueron vacunados contra clostridiosis y carbunco en dicha fecha.

Dia 46 (17/03/2018)

A seis de los animales seleccionados se les extrajo semen, se valord segun lo descrito
anteriormente el mismo para cada uno de ellos, se realizo un pool para eliminar factor
individual (Paulenz y col., 2002).

Se utilizé como diluyente:

- 3 partes de agua destilada

- 1 parte de Triladyl® (trimetilaminometano, antibidtico y glicerol)
- 1 parte de yema de huevo de gallina.

El pool de semen se diluyé al tercio utilizando dicho diluyente, se determind la
concentracion en el mismo y se procedidé a realizar la dilucién final tal que se
obtuvieron 60 millones de espermatozoides /pajuela.

A 35°C, el pool se dividio en 4 partes iguales, y cada una de ellas se proces6 como se
describe a continuacion nombrandolos T1, T2, T3 y T4. Se utilizd pajuelas de
diferentes colores para facilitar la identificacion.

T1. Temperatura a 20,0 °C (pajuelas color amarillo)
T2. Temperatura a 4,0 °C (pajuelas color transparente)
T3. Temperatura a 4,0 °C (pajuelas color rojo)

T4. Temperatura a 7,8 °C (pajuelas color verde)

La temperatura fue determinada con termocupla.

Las pajuelas correspondientes a T1 y T2 fueron llenadas a temperatura ambiente
controlada, 20,0°C y 4,0°C respectivamente, mediante el uso de aire acondicionado y
camara fria para mantener dichas temperaturas. Se dejaron en reposo
horizontalmente durante 15 minutos a la temperatura antes indicada en cada
tratamiento y posteriormente fueron equilibradas a 4,0°C durante 90 minutos, para
finalmente proceder al congelamiento de las mismas.

Las dos alicuotas restantes del pool, se equilibraron en tubo de vidrio descendiendo
la temperatura hasta 4,0°C durante 90 minutos, luego se procedié al empaquetamiento
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T3 a 4,0° C en cdmara friay T4 a 7,8°C en nevera, dejando estabilizar durante 15
minutos a 4,0°C para finalizar congelamiento de las mismas.

Todas las pajuelas fueron selladas con alcohol polivinilico y los cuatro tratamientos se
congelaron en una sola partida de acuerdo a Fernandez Abella, 2015.

10.3. Manejo y andlisis del semen:

El semen congelado se almacené en tanques de nitrégeno liquido, se procedio luego
a su evaluacion en el Laboratorio del PDU de Rumiantes, Regional Norte Salto.

Se evalué en cada pajuela motilidad y concentracion respetando este orden. El
protocolo de descongelacion fue realizado segun Fernandez Abella, 2015).

Se descongelaron 6 pajuelas por tratamiento y se evaluaron en equipo automatizado
CASA en los moédulos de motilidad y concentracion.

Los parametros cinéticos fueron utilizados para analizar subpoblaciones espermaticas
en las muestras, siendo de especial interés los espermatozoides moviles, rapidos y
progresivos, obtenidos en cada tratamiento.

Para el andlisis de motilidad, se realizé dilucion 1:10 con suero fisiolégico previamente
termostatizado a 37°C, para luego proceder segun manual ISASv1® del CASA.

Las variables analizadas fueron:

Tipo de movimiento Estaticos

Tipo de movimiento Mdviles no progresivos
Tipo de movimiento Méviles progresivos
Velocidad de movimiento Rapidos Progresivos
Velocidad de movimiento Rapidos

Velocidad de movimiento Lentos

Velocidad curvilinea (VCL)

Velocidad rectilinea (VSL)

9. Velocidad promedio (VAP)

Para el analisis de concentracion las muestras fueron diluidas 1:10 en solucién de
fijacion de semen conteniendo 50g de NaHCO3, 10 mL de formol al 35% (v/v) y agua
destilada cantidad suficiente para un volumen de 1000 mL. Luego se procedio segun
manual ISASv1® del CASA, utilizando camara de Makler.

En cada andlisis de las muestras procesadas se realizaron 6 capturas al azar,
analizando siempre un namero superior a 200 células, y manteniendo una diferencia
igual o inferior a 10% entre los campos analizados siguiendo las instrucciones del
manual ISASV1®.

Segun el manual ISASvV1® los espermatozoides se clasifican en base a dos criterios:

© N o 0 bk~ wDdPRE

1. Tipo de movimiento: estaticos, no progresivos y progresivos
2. Velocidad de movimiento: estaticos, lentos, medios y rapidos (um/s).
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Los valores limites para la clasificacion

de tipo de movimiento y velocidad de

movimiento se muestran en la figura 6 a continuacion. Los mismos son los sugeridos

por el sistema ISASv 1®.

-

Configuracién del Sisterna

Datog Usuario

|Jguario: zzterla

Pazsword: Tl

C:\UzerzoperadorDeszkto E]

Diirectario;

Captura

Momero de imagenes: 25

Imagenes por zegundo; 25

Optica: [ Ph-

Camara: [ Cubre

Escala: | 104UB 200

Yalores del Analisis

Especie; [ Marueco

1« Area de Ias_ particulas < e
[en micrast)

[woe ] [ wap |

10 <lentoz< 45 < medioz< 75 < rapidos

[rnicraz/zg)

Progresivos: 80 % de suSTR

min ndm imagenes 10
para calcular ALH:

Advanced T ail Analyziz

Caonectividad: 12

Restricciones: [ Datos ] [ Informe ]

Fuardar ] [ Cancelar ] [Predeterminadu]

Figura 6. Datos de configuracion del sistema ISASv 1®.
Fuente: Equipo Laboratorio PDU Rumiantes, CENUR Litoral Norte, Salto.
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10.4. Anédlisis Estadistico:

Animales

Se realiz6 un analisis de valores atipicos para las variables de caracterizacion de los
carneros seleccionados.

Concentracion

Se aplico la prueba Kolmogorov- Smirnov (K-S) para contrastar si las concentraciones
registradas en las diferentes pajuelas seguian la misma distribucién para los diferentes
tratamientos.

Motilidad

Se llevaron a cabo pruebas de igualdad de distribucion de KS con el fin de detectar
diferencias significativas en la proporcién de espermatozoides con tipo de movimiento
estatico/no progresivo/progresivo y velocidad estatico/lento/medio/rapido entre los
tratamientos T1, T2, T3y T4.

La prueba K-S plantea como hipétesis nula que dos muestras provienen de la misma
distribucion respecto a determinada variable y como hipétesis alternativa que las
distribuciones son diferentes. En todos los casos se considero un nivel de significacion
alfa=0,05 (nivel de confianza 95%). El criterio de decisién implica que se rechace la
hipétesis nula en todos los casos donde el p-valor obtenido de la prueba sea menor a
alfa.

Parametros de Velocidades

Estos parametros son: Velocidad curvilinea (VCL), Velocidad rectilinea (VSL),
Velocidad media (VAP).

Se llevo a cabo un analisis de datos atipicos para determinar si existian pajuelas que
mostraban valores significativamente apartados de los valores registrados para el
resto de las pajuelas del mismo tratamiento, para determinadas variables. Las
variables consideradas fueron VCL, VSL y VAP, comparando las medias registradas
en las diferentes pajuelas.

El criterio estadistico utilizado para clasificar una observacion como valor atipico
consiste en verificar si la misma se encuentra a una distancia mayor a 1,5 veces el
rango intercuartilico por debajo del primer cuartil o por encima del tercer cuartil de la
distribucion.

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado se disefiaron pruebas de igualdad
de distribucién de K-S para determinar si existian diferencias en la distribucion de las
variables VCL, VSL y VAP entre las pajuelas, ya sea dentro de un mismo tratamiento
o entre diferentes tratamientos, excluyendo las pajuelas con valores atipicos.

Siempre que el p-valor obtenido sea inferior al nivel de significacion de la prueba
(alfa=0,05) se rechaza la hipoétesis de igualdad de distribucion.
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11. RESULTADOS
11.1. Selecciéon de Animales:

Se realiz6 un analisis de valores atipicos para las variables de caracterizacion de los
carneros seleccionados. Unicamente fue clasificado como valor atipico, en
comparacion con el resto de los valores de la misma variable, el registro de CC del
carnero (9952). Podemos considerar por lo tanto este grupo de carneros
seleccionados un grupo homogéneo.

Cuadro 4: Variables de caracterizacion de los carneros seleccionados, peso vivo
(PV), denticién (D), circunferencia escrotal (CE), condicién corporal (CC) e indice
de calidad espermética (ICE)

5

35 2 24,5 2,5 3,5

47 2 31 2,5 3,5

10 39 2 26 2,5 3,25
9959 44 2 30,5 2,5 4
9952 44 2 31,5 3,75 3,5
9995 37,5 2 27,5 2,5 4

11.2. Concentracion:

Se implementd la prueba de Kolmogorov- Smirnov para el estudio de la distribucion
de la variable concentracion entre tratamientos, no detectandose diferencias
significativas en la misma (p>0,05).

Cuadro 5: p-valor de prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de distribucion para
concentracion de espermatozoides entre tratamientos.

44



Concentracioén

o
2 - o
o
e
-
=
g - :
£ 5 ’
2 !
=
]
N —
[ . !
£ i
1
g “ |
=2 ' :
E 9 l
!
2 | I
o p——
o
-— T | | |
T T2 T3 T4
Tratamiento

Figura 7: Diagrama de cajas para concentracion de espermatozoides por tratamiento.

11.3. Motilidad:
11.3.1. Tipo de movimiento de espermatozoides

-Espermatozoides Estaticos

La prueba de Kolmogorov- Smirnov no detectd diferencias significativas en la
distribucion del porcentaje de espermatozoides estaticos (p >0,05) entre tratamientos.

Cuadro 6: p-valor de prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de distribucion de
porcentaje de espermatozoides estaticos entre tratamientos.
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Espermatozoides Estaticos
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Figura 8: Diagrama de cajas para porcentaje de espermatozoides estaticos por
tratamiento.

-Espermatozoides No Progresivos

La prueba Kolmogorov- Smirnov detecté diferencias significativas en la distribucion
del porcentaje de espermatozoides no progresivos entre T3 y T4 (p-valor=0,026), y
entre T3y T2 (p-valor=0,026).

Cuadro 7: p-valor de prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de distribucion de
porcentaje de espermatozoides no progresivos entre tratamientos.
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Figura 9: Diagrama de cajas para porcentaje de espermatozoides no progresivos por
tratamiento.

-Espermatozoides Progresivos

La prueba de Kolmogorov- Smirnov detecto diferencias significativas en la distribucién
del porcentaje de espermatozoides progresivos entre T3y T4 (p-valor=0,026), y entre
T3y T2 (p-valor=0,026).

Cuadro 8: p-valor de prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de distribucion de
espermatozoides progresivos entre tratamientos.
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Espermatozoides Progresivos
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Figura 10: Diagrama de cajas para porcentaje de espermatozoides progresivos por
tratamiento.

11.3.2 Andlisis de la velocidad de movimiento de los espermatozoides
-Espermatozoides Lentos

La prueba de Kolmogorov- Smirnov no detect6 diferencias significativas en la
distribucion del porcentaje de espermatozoides lentos entre los tratamientos.

Cuadro 9: p-valor de prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de distribucion de
espermatozoides lentos entre tratamientos.
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Espermatozoides Lentos
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Figura 11: Diagrama de cajas para porcentajes de espermatozoides lentos por

tratamiento.

-Espermatozoides Rapidos

La prueba de Kolmogorov- Smirnov no detectd diferencias significativas en la
distribucion de los porcentajes de espermatozoides rapidos entre tratamientos

(p>0,05).

Cuadro 10: p-valor de prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de distribuciéon de
espermatozoides rapidos entre tratamientos.
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Figura 12: Diagrama de cajas para porcentaje de espermatozoides rapidos por
tratamiento.

-Espermatozoides Rapidos Progresivos

La prueba de Kolmogorov- Smirnov detecto diferencias significativas en la distribucion
de los porcentajes de espermatozoides rapidos progresivos entre T3 y T4 (p-
valor=0,026).

Cuadro 11: p-valor de prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de distribuciéon de
porcentaje espermatozoides rapidos progresivos entre tratamientos.
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Espermatozoides Rapidos Progresivos
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Figura 13: Diagrama de cajas para porcentaje de espermatozoides rapidos
progresivos por tratamiento.
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11.3.3. Andlisis de los parametros de velocidad
-Andlisis de valores atipicos intratratamiento:

Ninguna pajuela del T1 presentd valores atipicos en cuanto a la media de VCL, VSL
y VAP. En contrapartida, el T2 presenta una pajuela con valores de media de VCL,
VSL y VAP atipicos. Por ultimo, el andlisis del T3y T4 permitié determinar que existia
una pajuela en cada uno de ellos con valores medios atipicos para las variables VCL
y VAP. En la Figura 14 se visualizan dichos valores atipicos para estas dos ultimas
variables en los tratamientos.

Velocidad curvilinea vs Velocidad media
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Figura 14: Medias VCL vs Medias VAP en los tratamientos.

A patrtir del analisis estadistico de valores atipicos y considerando los factores que
pueden incidir en las diferencias de medicion entre pajuelas intratratamiento (posibles
errores en manipulacién, descongelacién, operador y medicion de las variables en las
muestras), no se consideraron aquellas pajuelas que mostraban valores atipicos en
cuanto a media de VCL, VSL y VAP respecto a la distribucion determinada por el
conjunto de pajuelas.

En las figuras 15, 16 y 17 se observa el posicionamiento relativo de las pajuelas en
cuanto a la media de VCL, VSL y VAP para los cuatro tratamientos, sin considerar los
valores atipicos.
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Velocidad curvilinea vs Velocidad media
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Figura 15: Grafica de posicionamiento relativo de las pajuelas en cuanto a media de
VCL vs VAP para los cuatro tratamientos.

Velocidad rectilinea vs Velocidad media
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Figura 16: Gréfica de posicionamiento relativo de las pajuelas en cuanto a media de
VSL vs VCL para los cuatro tratamientos.
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Velocidad media vs Velocidad rectilinea
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Figura 17: Grafica de posicionamiento relativo de las pajuelas en cuanto a media de
VAP vs VSL para los cuatro tratamientos.

En el T4 se observan los mayores valores medios de VCL, VSL y VAP, al tiempo que
las pajuelas del T3 muestran los valores medios mas bajos. Mientras que las pajuelas
del T2 muestran valores medios moderados para las variables VSL y VAP, y de
moderados a bajos para la variable VCL. Por ultimo, las pajuelas del T1 registran
valores bajos, medios y altos para las tres variables.

11.4. Pruebas de igualdad de distribucion para VCL, VSL y VAP

En términos generales y de acuerdo a los resultados de la prueba de Kolmogorov-
Smirnov hay una tendencia a aceptar la igualdad de distribucién cuando las pajuelas
son del mismo tratamiento, y una tendencia a rechazar cuando se involucran
tratamientos diferentes. A esta regla no adhieren las pajuelas del tratamiento 1, las
cuales mostraron una tasa de rechazo superior al 85% entre ellas, determinando
claramente que no siguen una distribucién comun para las variables VCL, VSL y VAP.
En contrapartida, las pajuelas de los tratamientos 2, 3 y 4 mostraron tasas de rechazo
entre el 10% y el 50% de las comparaciones efectuadas dentro del mismo tratamiento,
para las tres variables analizadas. Cabe resaltar que estas cifras serian aun inferiores
si se considerara un nivel de significacién de la prueba de alfa=0,01.

Para las comparaciones efectuadas entre pajuelas de tratamientos diferentes la
prueba rechazoé la igualdad de distribucién en la gran mayoria de los casos (mas de
80% de rechazos). Como excepcion a esta regla se destacan las comparaciones
realizadas para la variable VCL entre las pajuelas de los tratamientos 2 y 3 (apenas
44% de rechazos) y entre las pajuelas de los tratamientos 1 y 4 (63% de rechazos).
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Cuadro 12: Prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de distribucion para la
velocidad VAP entre el total de pajuelas y tratamientos.

VAP

11 12 13 14 15 16

21 22123 125 |26

31 i32 i34 (35 |36

41 42 43 45 46

11
12
13
14
15
16

1,00 0,00 0,00 0,00 0,42 0,00

1,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,00 0,91 0,00 0,02

1,00 0,00 0,02

1,00 0,00{

1,00

0,10 0,00 0,00 0,01 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,12
0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
0,05 0,00 0,00 0,01 0,00
0,01 0,03 0,02 0,00 0,15

0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,02 0,00 0,40 0,13
0,01 0,03 0,00 0,38 0,20
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,05 0,00

21
22
23
25
26

1,00 0,00 0,10 0,33 0,53
1,00 0,08 0,00 0,09
1,00 0,00 0,44

1,00 0,01

1,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
0,04 0,01 0,02 0,01 0,07
0,02 0,01 0,02 0,02 0,03

0,02 0,02 0,03 0,05 0,05/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,01 0,01 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,04 0,04 0,00 0,06 0,00

31
32
34
35
36

1,00 0,30 0,92 0,04 0,37
1,00 0,10 0,00 0,04

1,00 0,10 0,78

1,00 0,89

1,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

41
42
43
45
46

1,00 0,89 0,37 0,03 0,02
1,00 0,20 0,10 0,07

1,00 0,01 0,00

1,00 0,67

1,00

Cuadro 13: Prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de distribucién para

velocidad VCL entre el total de pajuelas y tratamientos

VCL

11 12 13 14 15 16 121 22 23 25 26

31 32 34 35 36 141 42 43 45 46

11
12
13
14
15
16

1,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,00 0,57 0,00 0,01

1,00 0,00 0,00

1,00 o,ool

1,00

1,00 0,00 0,00 0,00 0,35 0,00(0,01 0,00 0,00 0,01 0,02

0,01 0,00 0,00 0,00 0,03
0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,03 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,04
0,24 0,19 0,06 0,00 0,12

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,02

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,13 0,00 0,00 0,00 0,00
0,06 0,23 0,12 0,52 0,48
0,02 0,08 0,38 0,24 0,18
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,05 0,00

21
22
23
25
26

1,00 0,05 0,31 0,07 0,30
1,00 0,15 0,00 0,02

1,00 0,00 0,18

1,00 0,05

1,00

0,25 0,05 0,47 0,18 0,52
0,00 0,00 0,00 0,00 0,04
0,10 0,00 0,21 0,43 0,95
0,07 0,01 0,03 0,00 0,02
0,18 0,03 0,40 0,09 0,40

0,00 0,00 0,00 0,06 0,00
0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,03 0,00 0,00 0,04 0,00

31
32
34
35
36

1,00 0,03 0,99 0,04 0,29
1,00 0,01 0,00 0,01

1,00 0,13 0,59

1,00 0,95

1,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

41
42
43
45
46

1,00 0,01 0,00 0,07 0,02
1,00 0,01 0,06 0,13

1,00 0,06 0,08

1,00 0,26

1,00
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Cuadro 14: Prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de distribucion para la

velocidad VSL entre el total de pajuelas y tratamientos

VSL
11 12 13 14 15 16 |21 22 23 25 26 (31 32 34 35 36 |41 42 43 45 46
11 (1,00 0,00 0,00 0,00 0,64 0,00{0,02 0,00 0,00 0,01 0,00{0,00 0,00 0,00 0,00 0,00{0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 1,00 0,00 0,00 0,00 0,04]0,00 0,01 0,00 0,00 0,01|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00{0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
13 1,00 0,75 0,00 0,02|0,00 0,00 0,00 0,00 0,01|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00{0,02 0,06 0,00 0,61 0,07
14 1,00 0,00 0,01|0,00 0,00 0,00 0,00 0,01|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00]0,02 0,06 0,00 0,73 0,27
15 1,00 0,00/0,03 0,00 0,00 0,01 0,00/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00]0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16 1,00(0,02 0,19 0,04 0,00 0,10/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00/0,00 0,01 0,05 0,03 0,00
21 1,00 0,01 0,18 0,14 0,53/0,04 0,04 0,04 0,07 0,05/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
22 1,00 0,11 0,00 0,22/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00{0,00 0,01 0,04 0,00 0,00
23 1,00 0,00 0,44|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 1,00 0,02|0,00 0,00 0,00 0,00 0,01|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
26 1,00/0,02 0,03 0,03 0,05 0,05/0,00 0,01 0,02 0,02 0,00
31 1,00 0,63 0,95 0,05 0,67(0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
32 1,00 0,60 0,10 0,54/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
34 1,00 0,13 0,98/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
35 1,00 0,14)0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
36 1,00{0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
41 1,00 0,28 0,00 0,02 0,01
42 1,00 0,12 0,07 0,16
43 1,00 0,00 0,00
45 1,00 0,33
46 1,00

Se construyeron histogramas de frecuencias para las variables VCL, VSL y VAP,
representando la distribucién de dichas variables por tratamiento. Debido a que las
pajuelas del T1 presentan distribuciones muy disimiles entre si, el analisis de los
histogramas generados a partir de la agrupacién de las mismas no es conveniente.

Los T2, T3 y T4 muestran patrones que se repiten para las tres variables analizadas.
En particular, T3 es el que muestra mayor cantidad de espermatozoides con
velocidades cercanas a 0. Por su parte, T4 ademas de ser el que menos concentra
valores cercanos a 0, muestra mayor proporcion de datos en el rango mas alto de
velocidades. Por ultimo, T2 muestra una distribucion de forma muy similar a la de T3
con una leve tendencia a alcanzar velocidades mas altas, sobre todo para VSL y VAP.
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Velocidad media
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Figura 18: Histogramas de velocidad VAP para los cuatro tratamientos. La media se
indica mediante la linea punteada.
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Figura 19: Histogramas de velocidad VCL para los cuatro tratamientos. La media se
indica mediante la linea punteada.
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Velocidad rectilinea.
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Figura 20: Histogramas de velocidad VSL para los cuatro tratamientos. La media se
encuentra indicada mediante la linea punteada.
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12. DISCUSION

Los animales utilizados en este ensayo conformaron un grupo homogéneo de machos
Merino Australiano pertenecientes a la categoria de 2 dientes. Su utilizacion fue
planteada por el establecimiento comercial. Para la seleccién de estos animales se
utilizaron las variables de caracterizacion CC, PV, CE e ICE, se fijaron limites
inferiores por debajo de los cuales los animales se rechazaban, basados en estudios
anteriores (Silva y Fassana, 2017) quienes reportan que los valores utilizados
permiten considerar animales con buen desempefio dentro de la categoria. Si bien en
la bibliografia se expresa que dicha categoria no es la de mejor desempefio
reproductivo, siendo los carneros mas activos y fértiles los de 4 y 6 dientes (Ostrowski,
1980; Morén Cedillo y col., 2012; Silva y Fassana, 2017), este establecimiento tiene
como principal rubro la venta de reproductores y se plantea el desafio de seleccionar
los reproductores en forma temprana. Esto genera la necesidad de incluir nuevos
criterios de seleccion ademas del analisis tradicional de aptitud reproductiva (Pacheco
y Quirino, 2010).

La concentracion de espermatozoides no presenta diferencias significativas entre
tratamientos y sus valores medios (241-308 millones/mL) aseguran dosis
inseminantes en el rango recomendado a utilizar en 1A con semen de carnero
congelado (Fernandez Abella, 2015).

La disminucion de la motilidad o aumento del porcentaje de espermatozoides estaticos
en el proceso de criopreservacion es ampliamente reportado (Karthikeya, 2003,
Martinez-Pastor y col., 2005, Dorado y col., 2009, Hashida y col., 2013). Esto impacta
negativamente en la capacidad fecundante del semen criopreservado, por lo que al
ser usado en programas de IA se obtienen menores tasas de concepcion (Watson,
2000). Los resultados obtenidos en este ensayo muestran una importante disminucion
en la motilidad, el porcentaje de spz que permanecen moviles post congelamiento-
descongelamiento no supera el 20% en ninguno de los tratamientos. Salamon y
Maxwell (2000) reportan que 40 a 60% de los spz mantienen su motilidad y sélo un
20-30 % permanece fisiologicamente sin dafo luego de estos procesos. Asimismo,
Fernandez Abella (2015) recomienda rechazar pajuelas con menos del 35% de
motilidad cuando se trabaja con semen de carnero. Los porcentajes inferiores
obtenidos en este ensayo podrian deberse a la categoria de los machos utilizados.

La presencia de varias subpoblaciones dentro de las muestras de semen es
ampliamente aceptada hoy en dia, aunque los mecanismos de su formacion y su rol
fisiol6gico sigue siendo motivo de estudio. Varios autores han encontrado que la
susceptibilidad a la capacitacion y la fertilidad varia segun la subpoblacion (Martinez
Pastor y col., 2005).

Los equipos CASA permiten el estudio de los espermatozoides en forma individual y
los parametros de motilidad pueden utilizarse para el andlisis y caracterizacién de las
subpoblaciones. Varios autores reportan correlacion positiva entre la subpoblacion de
spz mdviles progresivos y la fertilidad (Davis y col., 1995, Holt, 1995, Abaigar y col.,
1999, Martinez-Pastor y col., 2005, Ramén y col., 2013, Muifio y col., 2015, Yaniz y
col., 2015). Segun Fernandez Abella (2015) el movimiento progresivo o normal es el
gue determina que el espermatozoide avance y pueda fecundar, interesando por esto
la existencia de un alto nUmero de espermas con dicho movimiento.

Si observamos los porcentajes de spz moviles progresivos y no progresivos obtenidos
utilizando los valores medios de los parametros cinéticos, existen diferencias
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significativas entre T3y T2 y entre T3 y T4, siendo el T4 el que presenta los mayores
porcentajes de spz progresivos.

Maxwell y col (1995) recomiendan utilizar temperaturas entre 4-6°C durante el
empaguetado del semen. Los resultados de este ensayo, en el cual se trabaja con
machos de 2 dientes y se analizan las muestra en forma automatizada, concuerdan
con lo recomendado por estos autores cuando se lleva a cabo el empaquetado previo
al equilibramiento, no mostrando concordancia cuando el equilibramiento se realiza
previo al empaquetado donde T4 muestra los mejores resultados. Esto podria
relacionarse a la mayor superficie de contacto al frio frente al recipiente donde se
realiza el equilibramiento (pajuela > tubo de vidrio) en este periodo de disminucion de
temperatura entre 35 a 5°C, el cual se da entre 0.5 a 3 horas (Aisen y col., 2000; Gil y
col., 2003a, 2003b).

Maxwell y col (1995) encontraron interaccion entre la temperatura y el empaquetado
en pajuelas (0,25 y 0,5 mL) y minitubos (0,25 mL) cuando la temperatura de
empaquetado era 30°C, no asi al usar 5°C. Estos autores realizaron los controles de
motilidad post descongelamiento manualmente y el semen utilizado fue un pool de
carneros de diferentes edades. La fase de equilibrio es el tiempo total en que los
espermatozoides toman contacto con el glicerol y todos los los componentes del
diluyente que sean osmoéticamente activos antes de ser congelados, durante el mismo
penetran a la célula espermatica para establecer un balance entre las concentraciones
intra y extracelulares. Asimismo, este periodo es una adaptacion del spz al
metabolismo reducido (Salamon y Maxwell, 2000).

En las condiciones de este ensayo los resultados no muestran diferencias
significativas para el porcentaje de espermatozoides progresivos entre T1 (20°C) y el
resto de los tratamientos. Asimismo, Fernandez Abella (2015) recomienda en
condiciones “a campo” donde no se cuenta con camara de frio realizar el
empaguetado a 20- 25°C y luego equilibrar, condiciones equivalentes a T1.

La mayoria de los investigadores, trabajando en diferentes especies y con diferentes
estudios estadisticos, reportan la existencia de un bajo nimero de subpoblaciones de
espermatozoides (3- 4), cuando se analiza la motilidad de los mismos en las muestras
de semen. En estos estudios se observan similitudes en los patrones de las
subpoblaciones, de hecho los mismos proponen que la presencia de la subpoblacion
‘rapida y lineal” es un marcador de buena calidad seminal, mientras que la de “lentos
y no lineales” lo es de calidad pobre (Martinez- Pastor y col., 2011).

En las condiciones de este trabajo, en los resultados se observa Unicamente diferencia
significativa en esta subpoblacién rapida y progresiva entre T3 y T4, presentando el
T4 los valores mas altos. Asimismo dentro de esta subpoblacion los valores maximos
de las velocidades (VAP, VCL y VSL) pueden ser muy diferentes aunque las medias
no muestran diferencias. En el T4 se observan los mayores valores medios de VCL,
VSL y VAP, al tiempo que en el T3 se observan los valores medios mas bajos. En el
T2 los valores medios son moderados para las variables VSL y VAP, y de moderados
a bajos para la variable VCL. Por ultimo, en el T1 se registran valores bajos, medios y
altos para las tres variables.

La mayoria de los estudios solo han utilizado los valores medios y el desvio standard
brindados por los softwares de los sistemas CASA para posteriores andlisis
estadisticos, hay una gran cantidad de informacién que se pierde al hacerlo ya que se
considera toda la muestra como homogénea. Consecuentemente su variabilidad
interna no se tiene en cuenta y por lo tanto perjudica el andlisis de la relacion entre
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motilidad y calidad espermatica y finalmente fertilidad (Martinez Pastor y col., 2005;
Holt y col., 2007).

Holt y col (2007) trabajando con espermatozoides de epididimo de primates (Callithrix
jacchus), observé a través de histogramas que la poblacion de espermatozoides no
presenta distribuciébn normal y por lo tanto la estadistica paramétrica no es apropiada
para su andlisis lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo. Los
histogramas son muy interesantes para observar la distribucion en las subpoblaciones
de spz presentes, este autor a su vez reporta la existencia de una subpoblacién (~5%)
de spz de movimiento muy rapido (hasta 200 pm/s).

Teniendo en cuenta que al estudiar la igualdad de distribucién para las variables VCL,
VSL y VAP de las pajuelas intratratamiento, en el T1 existe un porcentaje de rechazo
superior al 85% determinando que no siguen una distribucién comdn, no es posible
comparar la distribucion en el T1 con los restantes tratamientos donde el porcentaje
de rechazo intratratamiento es inferior (10 a 50%). Estos resultados podrian sugerir
un comportamiento menos reproducible, post congelamiento- descongelamiento, en
los spz al realizar el empaquetado a 20°C.

Una vez establecido que se excluira T1 al comparar distribuciones, se puede observar
gue los tratamientos T2, T3y T4 muestran en los histogramas patrones de distribucion
gue se repiten para las tres variables analizadas. En particular, T3 es el que muestra
mayor cantidad de espermatozoides con velocidades inferiores a 20 ym/s. Por su
parte, T4 ademas de ser en el que menos se observan valores inferiores a 20um/s,
muestra la mayor proporcion de datos en el rango mas alto de velocidades (> 200
pm/s en VCL). Por ultimo, T2 muestra una distribucién de forma muy similar a la de
T3 con una leve tendencia a alcanzar velocidades mas altas, sobre todo para VSL y
VAP. Para la variable VCL, se obtiene el menor porcentaje de rechazos entre pajuelas
de los tratamientos T2 y T3, sugiriendo que a 4°C el momento del empaquetamiento
no impactaria en esta variable.

Si se utiliza como marcador de buena calidad seminal la mayor cantidad de spz con
velocidades superiores a 100 um/s, en VCL, VSL y VAP, el T4 es el tratamiento que
muestra mejores resultados. Esto se contrapone a lo reportado por Fernandez Abella
(2015), quien manifiesta que el empaque en nevera o refrigerador a temperaturas
superiores a 6°C, posterior al equilibramiento realizado en un rango de 4- 6°C,
condiciones similares a T4, provocaria un dafio irreversible que afectaria la fertilidad.
Para validar este marcador de calidad, y determinar su correlacion con fertilidad se
deberian probar los tratamientos en programas de IA.
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13. CONCLUSIONES

En las condiciones de este ensayo:

1. Los porcentajes de espermatozoides estaticos post congelamiento-
descongelamiento son superiores a lo esperado, lo cual podria deberse a la
categoria de machos utilizados.

2. El porcentaje de espermatozoides moviles progresivos:
2.1. Los tratamientos T1, T2 y T4 no presentan diferencias significativas.

2.2. A 4°C seria incrementado al realizar el empaquetamiento previo al
equilibramiento.

3. El porcentaje de espermatozoides rapidos progresivos seria afectado por la
temperatura a la cual se empaqueta post equilibramiento, obteniéndose los mejores
resultados en T4.

4. Respecto a las velocidades de los espermatozoides y su distribucion en las
poblaciones presentes en las muestras:

4.1. Se afectaria la distribucion intratratamiento al empaquetar a 20°C.
4.2. Los mejores resultados se obtendrian en las condiciones de T4.
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