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1. RESUMEN

El proceso de congelamiento- descongelamiento del semen afecta su fertilidad.
En este trabajo se evalué el impacto de variaciones en los protocolos de
congelamiento mediante el porcentaje de prefiez, en ovejas Merino Australiano,
en la region norte del Uruguay. Se utiliz6 semen de carneros Merino Australiano
categoria dos dientes, congelado mediante tres protocolos y analizado “in vitro”
en trabajo previo. En Tratamiento 1 (T1) y Tratamiento 2 (T2) el semen fue
empaquetado y se dejo en reposo por 15 minutos a 20 y 4 °C respectivamente,
se equilibré a 4 °C por 90 minutos y finalmente se congel6. En el Tratamiento 4
(T4), el semen fue equilibrado a 4 °C en tubo de vidrio, luego fue empaquetado
a 7,8 °C, se dej6 reposar 15 minutos y finalmente se congelé. Se formaron 3
grupos de ovejas, n=30, identificadas mediante caravanas, con caracteristicas
homogéneas en condicion corporal (CC), edad y carga parasitaria (HPG). Se
sincronizé el celo con esponjas vaginales impregnadas con acetato
medroxiprogesterona durante 14 dias, al retiro de éstas, se administr6 eCG
intramuscular y a las 50 horas se realizé inseminacién artificial intrauterina (1A)
por laparoscopia. Cada grupo de ovejas fue inseminado con el semen
procedente de uno de los tratamientos descriptos. A los 40 dias de la
inseminacion, se realiz6 por ultrasonografia diagnéstico de gestacién y los
porcentajes de prefiez obtenidos fueron 63,0, 60,0 y 47,0 % en T1, T2y T4
respectivamente. Si bien las diferencias en los porcentajes de prefiez obtenidos
entre tratamientos no fueron estadisticamente significativas (p>0.05) las mismas
podrian impactar en la rentabilidad de la produccion ovina. Asimismo, los
resultados obtenidos sugieren la posibilidad de incorporar machos de alto valor
genético, categoria dos dientes, en programas de IA.



2. SUMMARY

The semen freezing- thawing process affects its fertility. 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 pregnancy
rate in Merino Australian ewes. A semen pool from 6 two teeth Merino Australian
males was used in three aliquots, each one frozen in a different protocol.
Treatment 1 (T1) and treatment 2 (T2) packed at 20.0 °C and 4.0 °C respectively,
rested horizontally for 15 minutes, then cooled to 4.0 °C for 90 minutes, and finally
frozen. Treatment 4 (T4) cooled to 4.0 °C, in a glass tube, for 90 minutes, packed
at 7.8 °C, rested 15 minutes at 4.0 °C and finally frozen. The semen freezing and
the “in vitro” analysis of each aliquot was performed in a previous assay. Three
n=30 homogenous groups of ewes, in body condition (BC), age and parasite load
(EPG), identified by caravans, were synchronized with medroxyprogesterone
acetate vaginal sponges for 14 days. After their removal, intramuscular eCG was
administered and 50 hours later the intrauterine artificial insemination (IA) was
performed, each group with one treatment. The pregnancy diagnosis was
performed 40 days later by ultrasonography and the pregnancy rates were 63.0,
60.0 and 47,0 % in T1, T2 and T4 respectively. Although the statistical treatment
showed no significant differences (p>0.05), T1 and T2 could improve the
profitability of the ovine production. The results suggest the possibility of high
genetic value, two teeth males could be use in Al programs.



3. INTRODUCCION

La produccion ovina ha sido una de las grandes protagonistas en la historia del
desarrollo econdmico y social del Uruguay. Durante mucho tiempo fue el principal
rubro proveedor de divisas del pais y jugd un papel fundamental en el
aprovisionamiento de materia prima, base de la industria textil nacional y de las
primordiales fuentes alimenticias del entorno rural hasta hoy. Un aspecto
relevante del rubro ovino es que favorece la radicacion de la poblacion en el
medio rural debido al sistema de manejo que requiere la especie animal. Este
tipo de produccion se ubica en diferentes puntos del territorio nacional generando
mano de obra en el pais (Secretariado Uruguayo de la Lana, 2020b).

En el afio 1850 la explotacion de la especie ovina sirvio como ahorro de los
productores y para sustituir en parte la carne vacuna; luego la lana comenzo a
ser un ingreso de interés, lo que justificd el incremento a casi 26 millones de
lanares en el afio 1991. Por motivos como la baja del precio de este producto en
la década del 90 y los buenos precios de la carne ovina potencializados por la
aparicion del Cordero Pesado SUL en 1996, influyeron para que los sistemas
ovinos se volvieran mas carniceros. A pesar de esta atractiva opcion carnicera,
el stock disminuyé hasta llegar a los 10,6 millones en el 2003. Esta situacion
motivé a instituciones y técnicos a seguir generando y fundamentalmente
validando conocimientos, para que los productores los adopten y poder
incrementar el stock con mejor productividad de sus ovinos (Bonino, 2004).

Las existencias de ovinos, de acuerdo a la declaracion jurada del 30 de junio de
2021 es de 6,2 millones, lo que muestra una caida en el stock del 1,3 % en el
total respecto al afio 2020, con un descenso mas pronunciado en la cantidad de
capones (-20,6 %) y un aumento del nimero de corderos totales (5,8 %)
(Bervejillo y Bottaro, 2021).

Entre las herramientas a considerar para incrementar la poblacién ovina se
puede recurrir a la inseminacion artificial (I1A), y al seleccionar reproductores con
desarrollo estructural normal y buena evaluacion del semen se lograria, ademas,
mejorar la calidad de la lana, de la carne y la genética animal. A su vez, la
seleccién basada en machos es mas efectiva y rapida que cuando se basa en
hembras (Dagnew, Urge, Tadesse y Gizaw, 2017; Hopkins y Evans, 1991).
Hasta el 50 % del aumento en la producciébn ganadera es atribuible al
mejoramiento genético a través del uso de la IA, el resto es debido a factores
ambientales como la salud, el sitio de pastoreo, la nutricion, entre otros. Esto
muestra el potencial que tiene la IA para fomentar el desarrollo productivo de la
ganaderia (Hernandez, Benitez, Gbmez y Moreno, 2017).

Asimismo, la reproduccion asistida mediante la IA posibilita el mantenimiento de
la diversidad genética, reduccion de reproductores y de los costos por traslado
de animales en programas reproductivos, aumenta la eficiencia reproductiva,
previene transmision de enfermedades y evita la incompatibilidad hembra-macho
en el momento de la copula (Gaviria Scioville y Arias Bernal, 2005; Godoy y
Meneses, 2010; Morrant y Dunn, 1960). Ademas, permite multiplicar las
caracteristicas 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, 1995).



La IA se define como la trasferencia de gametos del macho para llegar al oocito
por medios distintos al apareamiento natural. Esto incluye la inseminacion de la
hembra con semen fresco, diluido o congelado (Hopkins y Evans, 1991).

El uso de semen congelado ovino produjo un gran impacto en el mejoramiento
genético mundial, al acelerar el flujo de material genético superior hacia sectores
poblacionales de inferiores caracteristicas productivas y al facilitar el transporte
de semen a nivel internacional. Su utilizacion permite asimismo la absorcion
genética de una raza local por una introducida, a través de cruzamientos
absorbentes en varias generaciones. Se evita también el costoso traslado de los
reproductores y se disminuye el riesgo sanitario. Por Ultimo, esta técnica
posibilita preservar especies en riesgo de extincion, conservar la variabilidad
genética y permitir el almacenamiento de semen fértil sin limitaciones de tiempo
(Cueto, Gibbons, Bruno-Galarragam y Fernandez, 2016; Gibbons y Cueto, 1995)

Los resultados de un programa de IA pueden verse afectados por la forma de
extraccion del semen, la calidad seminal y el procedimiento de congelamiento y
descongelamiento del mismo. Los factores que inciden especificamente en la
calidad seminal son muy diversos, entre ellos el efecto de los agentes
infecciosos, medio ambientales, nutricionales, raza, edad, estrés, sistema de
colecta y criopreservacion (Lozano, 2009).

En relacion al efecto de la criopreservacion sobre la calidad seminal se han
comunicado trabajos donde se utilizan diferentes temperaturas y momentos de
empaquetados. Maxwell y Watson (1996) reportaron mejores resultados cuando
el semen ovino fue empaquetado 4 °Cy 6 °C. No obstante, Beriau, Calvo y Pérez
(2016), utilizando un pool de semen de carneros empaquetado a 4 °Cy 20 °C no
encontraron diferencias significativas en los porcentajes de espermatozoides
progresivos, rapidos y medios. Por su parte, Fernandez Abella (2015a)
recomienda realizar el llenado de las pajuelas a temperatura entre 20 y 25 °C,
para luego ser equilibrado en nevera o refrigerador durante 2 o mas horas a 4
°C.

Cayrus, Rodriguez y Machiavello (2019) evaluaron “in vitro” en sistema
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) el porcentaje de espermatozoides
moviles progresivos y progresivos rapidos, asi como parametros cinéticos, en un
pool de semen ovino empaquetado a diferentes temperaturas (20 °C, 4 °C,y 7,8
°C) y momentos de empaquetados. El trabajo reporta que el empaquetado a 7,8
°C posterior al equilibramiento obtuvo los mejores resultados en la poblacién de
espermatozoides rapidos progresivos, asi como en las velocidades alcanzadas
por los mismos. Los ensayos “in vitro” deben ser complementados con
evaluaciones “in vivo” ya que la capacidad fecundante del semen se puede
alterar luego de los procesos de congelacion y descongelacion (Stornelliy De la
Sota, 2006). Teniendo en cuenta lo anteriormente expresado, el presente trabajo
evalua “in vivo”tres de los cuatro diferentes tratamientos analizados “in vitro” por
Cayrus et al., (2019).
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. Aparato reproductor del carnero

El aparato reproductor esta constituido por los testiculos, que tienen como mision
principal la produccion de espermatozoides (funcion exdcrina) y la produccion de
hormonas esteroideas (funcién enddcrina). Ambas actividades son reguladas por
la interrelacion entre hipotalamo, hipdfisis y las gonadas.

También forman parte los 6rganos accesorios que ayudan a conducir las células
sexuales masculinas desde los testiculos hasta el aparato genital de la hembra.
Estos comprenden, epididimo, vasos deferentes, vesiculas seminales, prostata,
glandulas bulbo-uretrales y uretra (Arthur, 1991).

El parénquima testicular esta constituido por numerosos tubulos seminiferos muy
contorneados y por un tejido intersticial que secreta hormonas masculinas
(Arthur, 1991; Fernandez Abella, 1993). Por fuera, la tanica albuginea es una
membrana fibrosa que envia proyecciones hacia el interior del testiculo y sirve
como sostén del parénquima (Saltiel y Bustamante, 1995). En la parte exterior,
recubriendo al testiculo se encuentra el escroto, que ademas de protegerlo,
ayuda por medio de su tunica dartos, el musculo cremaster y la disposicion
anatdmica de la vena espermatica (plexo pampiniforme) a mantener una
temperatura adecuada (termorregulacion) para la espermatogénesis, que se
desarrolla normalmente a una temperatura testicular de 4 a 5 °C inferior a la
rectal (39 °C) (Fernandez Abella, 1993; Saltiel y Bustamante, 1995).

En el carnero los testiculos completan el descenso al momento del nacimiento y
en algunos casos estos pueden permanecer en cavidad abdominal o inguinal por
algunas semanas. En situaciones en donde uno de los testiculos (monorquidia)
0 ambos (criptorquidia) no descienden, conlleva a una escaza o nula fertilidad
respectivamente, no alterandose su actividad endécrina y por ende su
comportamiento sexual (Fernandez Abella, 1993).

Los epididimos son 6rganos alargados y contorneados adheridos al borde
posterior de cada testiculo, puede dividirse en tres partes: cabeza, cuerpo y cola.
Entre las funciones que cumple esté el transporte, maduracion, sobrevivencia y
almacenamiento espermatico. A continuacion, el canal deferente conduce el
esperma desde la cola del epididimo hasta la uretra. Esta Gltima presenta una
prolongacion rizada de 3 a 4 cm denominada proceso uretral o vermiforme que
desemboca en la parte terminal del pene denominada glande (Fernandez Abella,
1993).

Entre las glandulas accesorias estan presentes, las vesiculas seminales, pares
y lobuladas que secretan un liquido opaco viscoso amarillento, rico en proteinas,
sales de potasio, acido citrico y fructuosa, que puede llegar a ser mas del 50 %
del eyaculado. También la prostata que posee una estructura tubular ramificada
siendo su contribucion en el eyaculado muy pequefa (sales y enzimas). Otras
de las glandulas son las bulbo-uretrales que producen un liquido viscoso claro
de Ph alcalino, cuya accion contribuye a la limpieza de la uretra (Fernandez
Abella, 1993).
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4.2. Aparato reproductor de la oveja

Los drganos reproductores de las hembras constan de los ovarios y de las
porciones en forma de tubo llamadas oviductos, Utero, cuello uterino, vagina y
de los genitales externos. Los 6rganos genitales internos estan sostenidos por el
ligamento ancho que consta del mesovario y mesosalpinx que proporcionan
soporte al ovario y al Gtero respectivamente (Fundacién Chile, 2008).

Los ovarios tienen forma redondeada u oval, de consistencia firme y suspendidos
en la regidén sublumbar, caudal a los rifiones (Saltiel y Bustamante, 1995). Estan
constituidos por la meédula formada por tejido fibroelastico, nervios,
ramificaciones de la arteria ovarica y por venas que entran y salen a nivel del
hilio y la corteza que alberga los diferentes tipos de foliculos y el cuerpo Iuteo
(CL), dandole una apariencia irregular. En esta zona se cumplen las principales
funciones del ovario como la sintesis hormonal y formacién de ovocitos
fecundables (Fernandez Abella, 1993).

intimamente relacionado con el ovario se encuentra el oviducto o trompas de
Falopio que se caracteriza por ser un tubo contorneado de 15 a 20 cm de largo
constituido por el infundibulo o pabell6on, la ampolla y el istmo que comunica con
el Gtero. Este ultimo consta de dos cuernos de 10 a 12 cm de longitud, el cuerpo
pequefio y un cuello o cérvix de aproximadamente 4 cm de longitud. En la
constitucién del Utero se detallan tres capas o tunicas, el perimetrio o tdnica
serosa, la muscular o endometrio y en la parte mas interna la membrana mucosa
cubierta de glandulas. Este 6rgano cumple las funciones de trasporte
espermético, implantacién y prefiez, parto y regulacion funcional del cuerpo
liteo. Por su parte, el cuello uterino y cérvix producen el mucus cervical que
permite distinguir en que momento del ciclo se encuentra la oveja. El aparato
reproductor continda con la vagina, érgano fiboromuscular de pared gruesa que
se extiende desde el cérvix hasta la vulva, donde se produce la copula y
eyaculacion (Fernandez Abella, 1993; Saltiel y Bustamante, 1995).

En la porcion terminal del aparato genital femenino se encuentra la vulva,
formada por los labios vulvares unidos en las comisuras dorsal y ventral. En la
comisura ventral se encuentra el clitoris en una depresion llamada fosa del
clitoris (Saltiel y Bustamante, 1995).

4.3. Fisiologia reproductiva de la oveja

La especie ovina es poliéstrica estacional caracterizada por una época del afo
en que la gran mayoria de las hembras presentan ciclicamente estros o celos y
otra época del afio en que un porcentaje variable de las mismas, segun la raza,
se encuentran en anestro. La mayor actividad reproductiva se presenta en el
periodo otofo-invierno, estimulada por el acortamiento del periodo diario de luz
solar (Gibbons y Cueto, 1995). Los mecanismos fisiolégicos llevan a una mayor
fecundidad durante el otofio, donde la tasa ovulatoria es superior tanto a nivel
individual como poblacional (Fernandez Abella, 1993).
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El ciclo estral, periodo transcurrido entre dos estros, se puede dividir en 4 etapas;
el proestro (desde el comienzo de la lutedlisis hasta el inicio del estro), estro
propiamente dicho, metaestro (desde el final del estro hasta la formacion del CL)
y diestro (presencia de un CL activo). Otra forma de describir el ciclo estral
acorde a las estructuras presentes en el ovario; considera la fase folicular
(desarrollo final de los foliculos, ovulacion y comienzo de la formaciéon del CL,
con predominio de estradiol (E2) y la fase luteal (presencia del CL funcional por
14 a 15 dias, con la produccion de progesterona hasta la lisis del mismo) (Hafez
y Hafez; 2002; Ungerfeld, 2002).

La duracion del celo es de 24 a 36 horas, dependiendo de la raza, edad, estacion
del afio y presencia del macho. En el caso de la raza Merino puede llegar a durar
48 horas. La ovulacion es espontanea y tiene lugar hacia el final del celo y la
duracion media del ciclo estral es de 17 dias (Arthur, 1991; Fernandez Abella,
1987; Hafez y Hafez, 2002).

La sincronizacién del estro ha sido ejercida en la oveja para realizar el servicio,
mediante los procedimientos de introduccion del macho en el grupo de hembras,
aplicacion de progesterona o de progestagenos, prostaglandinas vy
gonadotropinas. (Valencia y Bustamante, 1995). EI tratamiento con
progestagenos (descarga de la hormona luteinizante (LH), tiene como principio
bloquear el ciclo para que todas las ovejas lleguen al término de su fase luteal.
Luego de retirar el bloqueo se produce el estro y la ovulacion simultaneamente.
Los progestagenos sintéticos, sustancias de igual accién fisiolégica que la
progesterona, pero con mayor actividad bioldgica que se aplican en pesarios o
esponjas vaginales de poliuretano favoreciendo su expansion. La ventaja del uso
de esponjas o implantes es que se puede realizar la IA sin deteccion de celo, a
un tiempo pre fijado (Fernandez Abella, 2015b).

La gonadotropina corionica equina (eCG o PMSG) mejora la sincronizacién del
celo y la ovulacién, lo cual repercute en la fertilidad obtenida mas aun cuando se
insemina con semen congelado. La respuesta a la accion de la eCG en las dosis
utilizadas para inducir y sincronizar la ovulacion, provoca una pequefia
superovulacién, lo cual mejora la prolificidad y la fertilidad (Fernandez Abella,
2015b).

La administracion de prostaglandina (Pg F2a) y analogos provoca la regresién
del cuerpo lateo y la sincronizacion del estro y ovulacion. La duracién del celo y
la tasa ovulatoria son similares a los observados en las ovejas que no reciben
este tratamiento (Fernandez Abella, 2015b).

4.4. Fisiologia reproductiva del carnero

El funcionamiento del testiculo esta sometido a cambios neuro-hormonales,
donde las hormonas hipofisarias juegan un papel preponderante y el hipotalamo
al integrar el eje regulador coordina las relaciones entre la glandula pituitaria y
los testiculos. Las principales hormonas hipofisarias que controlan la
espermatogénesis son la LH y la hormona foliculoestimulante (FSH). La primera,
estimula las funciones testiculares tanto esteroidogénicas como gametogénicas
de forma indirecta al actuar sobre las células de Leyding quienes secretan la
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testosterona. Mientras, la FSH actla sobre los tubos seminiferos e interviene en
la espermatogénesis y la espermiacion por su actividad en las células de Sertoli
(Fernandez Abella, 1993; Pineda, 1991). La espermatogénesis en el carnero
demanda unos 63 dias, resultante de sumar 49 dias para formar
espermatozoides y 14 dias para la maduracion espermatica en epididimo
(Simonetti, Lynch y McCormick, 2014).

4.5. Semen

Es el liquido descargado por el macho durante el coito, formado por una
suspension de células esperméticas cuyo volumen y concentracion varia segun
la especie animal (Arthur, 1991). Se compone de la mezcla de material fluido
producto de la secrecion de las glandulas anexas y de los espermatozoides
(Duran del Campo, 1980).

Existen tres formas de utilizar el semen recolectado de los carneros, fresco,
refrigerado y congelado. ElI semen fresco (puro o diluido) de éptima calidad es
usado cuando los carneros estan en el predio 0 en sus cercanias, sobre todo en
la estacién reproductiva. La forma refrigerada se utiliza con semen de hasta 24
horas de haber sido obtenido y debe ser conservado a 4 °C. En cambio, se
recomienda el semen diluido y congelado a -196 °C cuando se quiere conservar
por afios o incluso por un tiempo mayor a la existencia del animal (Fundacion
Chile, 2008).

Los espermatozoides de los mamiferos al recorrer el tubo genital de la hembra,
sufren cambios estructurales y bioquimicos (aumento en la permeabilidad del
Calcio intracelular, detrimento en la relacion colesterol-fosfolipidos en la
membrana alcalinizacion citoplasmatica, activacién de los canales de Calcio y
sodio/potasio, generacion de oxigeno reactivo y fosforilacion de la tirosina de las
proteinas), denominado capacitacion espermatica (CE) e indispensable para que
ocurra la fertilizaciéon. Esto ocurre cuando el espermatozoide penetra su cabeza
en el oocito y libera la carga genética; por su parte, la cola provee un mecanismo
propulsor que favorece su motilidad (Pineda, 1991).

4.6 Congelacion y descongelacion del semen

Previamente al proceso de congelacién del semen se realiza el proceso de
enfriado, donde pasa de los 30 °C hasta alcanzar la temperatura de 5 °C,
posteriormente se realiza la fase de equilibrio, donde los espermatozoides toman
contacto con el glicerol que penetra a la célula espermética para establecer un
balance entre las concentraciones intra y extracelular, antes de ser congelados
(Dalmazzo Henriquez, 2008). Un proceso de congelaciéon adecuado, permite
mantener en el tiempo la integridad y capacidad funcional de la célula
espermatica, cuando es sometida a un descenso gradual de la temperatura,
produciendo una reduccion reversible de su actividad metabdlica.

Algunos de los aspectos a considerar en el congelamiento del semen, incluye el
fendmeno conocido como “choque de frio”, que depende de la velocidad de
enfriamiento, del rango de temperatura descendente y del tiempo de equilibrio
de la temperatura final alcanzada (Lopez-Brea, 2002).
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En lineas generales el procedimiento de congelacion planteado por Fernandez
Abella (2015a) consta de las siguientes fases, se coloca el semen a bafio maria
entre 30 y 32 °C. Seguidamente se realiza la dilucion en uno (todo el diluyente a
30-32 °C) o dos pasos (una fraccion entre 30y 32 °C y la restante a 4 °C), segun
el método de congelacion. A continuacion, el empaquetado se efectua llenando
las pajuelas mecanicamente, se sellan con alcohol y posteriormente se llevan a
un ambiente entre 4 y 5 °C durante 2 a 3 horas (tiempo de equilibrio). En el
momento de la congelacidn las pajuelas pasan a vapores de nitrdgeno liquido en
forma horizontal (4-6 centimetros por encima del nivel del nitrégeno) entre -100
y -125 °C, durante 8 a 12 minutos. Una vez que han alcanzado temperaturas en
el rango de -50 y -60 °C se sumergen en nitrogeno liquido (-196 °C) y luego son
almacenadas en goblets o visotubos (tubos de plastico).

El descongelamiento del semen deberé realizarse en un ambiente templado (25
°C) y libre de polvo (Cueto et al.,, 2016). Las pajuelas se sumergen en un
recipiente con agua a 37 °C durante 15 a 20 segundos, retirandolas y secandolas
antes de cortar sus extremos (Duran del Campo, 1993).

El semen de ovino presenta una aceptable supervivencia espermatica al proceso
de descongelado. Se ha encontrado que el indice de concepciéon con semen
descongelado es, por lo menos, 20 % inferior al logrado con semen fresco,
encontrandose asi una fertilidad del 42,20 % en ovejas inseminadas con semen
descongelado a 36 °C durante 8 segundos (Angulo Mejorada, Ortiz Hernandez,
Berruecos Villalobos, Feldman Steel y Valencia Méndez, 1999).

4.7 Consecuencia del proceso de congelacién

Los cambios que causa la criopreservaciéon en los espermatozoides, se
denomina criocapacitacién, siendo similares a los que ocurren en la CE. Si estos
son inducidos prematuramente pueden reducir la tasa de concepcion si el semen
se utiliza para IA (Rodriguez-Almeida, Avila, Anchondo, Sanchez y Jiménez,
2008).

Los principales cambios que ocurren en el almacenamiento y en la
descongelacién incluyen, reduccién de la motilidad e integridad morfolégica de
los espermatozoides. A pesar de que una gran proporcion (40 — 60 %) de
espermatozoides de carnero preservan su motilidad después de la congelacion
— descongelacion, solo un 20 — 30 % permanece fisiolégicamente sin dafio y con
capacidad fecundante (L6pez-Brea, 2002; Dalmazzo Henriquez, 2008).

Ademas, los cambios de temperatura desencadenan en las células espermaticas
un estado de capacitacion prematuro que origina la reaccion acrosomica de una
forma acelerada, con un acortamiento de la viabilidad y poder fecundante. Otra
alteracion consecuencia de la criopreservacion, es el aumento del calcio
intracelular y la induccién de estrés oxidativo que provoca efectos téxicos y
comprometen la funcionalidad del espermatozoide (Dalmazzo Henriquez, 2008).

4.8. Inseminacion artificial
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Se define como la trasferencia de gametos para llegar al oocito por medios
distintos al apareamiento natural, a través de recursos mecanicos que sustituyen
los oOrganos especializados del macho y de forma natural se realiza la
fecundacion en la trompa de Falopio (union espermatozoide-ovulo). Esto incluye
la inseminacion de la hembra con semen fresco, diluido o congelado (Hopkins y
Evans, 1991).

En general la IA tiene como ventajas, incrementar la cantidad de hembras que
pueden gestarse con un solo reproductor, masificar el uso de reproductores
genéticamente superiores y de machos con alteraciones fisicas, asi como el
transporte del material genético de forma mas econdémica y con menores riesgos
de transmision de enfermedades venéreas (Duran del Campo, 1980;1993; Gil,
2002).

Segun Duran del Campo (1980), una limitante del uso de esta técnica ha sido la
elevada mano de obra necesaria, la escasez de la misma y la gran cantidad de
buenos carneros disponibles. Un componente importante comprende el examen
el macho en cuanto a su desarrollo estructural normal y el analisis del eyaculado
en relacion con la calidad seminal (Hopkins y Evans, 1991).

4.9. Inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF)

La IATF permite sincronizar las actividades del ciclo productivo sin la deteccion
de celos o estros y focalizando la nutricion en momentos claves para mejorar los
indicadores reproductivos. Sin embargo, tan solo el 8,5 % de los servicios de
ovejas en nuestro pais se hace por IA, siendo por IATF menos de un tercio de
las mismas (Fierro y Olivera-Muzante, 2016).

4.9.1. Preparacion de la majada (sincronizacion de celo)

Este procedimiento involucra la presentacion simultanea del comportamiento
estral en un grupo de hembras especialmente tratadas a estos efectos. Los
métodos de sincronizacion se pueden clasificar en dos grupos, métodos
farmacoldgicos o artificiales (aplicacion de progestagenos y prostaglandinas) y
métodos naturales (introduccién del macho en el grupo de hembras) (Duran del
Campo, 1993).

a-Protocolos en base a progestagenos y gonadotropinas (P4-eCG)

Los métodos de sincronizacién del estro y de la ovulacion que utilizan
progesterona o sus analogos sintéticos progestagenos (P4), se basan en sus
efectos sobre la fase luteal del ciclo, simulando la accién de la progesterona
natural producida por el CL después de la ovulacion (Mejia y Maria, 2010).

El uso de progesterona natural es una alternativa flexible, ya que puede ser
utilizada tanto en anestro estacional como en la estacién reproductiva
(Menchaca y Rubianes, 2004). Tiene como principio bloquear en el ciclo la
descarga de LH, lo suficiente como para que todas las ovejas lleguen al término
de su fase luteal. Luego de retirar el bloqueo se produce el estro y la ovulacion
simultdneamente (Fernandez Abella, 2015b).
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Los progestagenos sintéticos son sustancias de igual accién fisiologica que la
progesterona, pero con mayor actividad biolégica. Su aplicacion en pesarios o
esponjas vaginales de poliuretano favorecié su expansion (Fernandez Abella,
2015b). Al momento de la retirada, con la finalidad de mejorar la maduracion
folicular y la sincronizacién de la ovulacién, se combina con la administracion de
eCG en dosis que varian de 250 a 600 U.l., segun raza, peso del animal y época
del afio (Greyling, Erasmus, Taylor y Van der Merwe, 1997; Langford, Marcus y
Batra 1983; Leyva, Buckrell, y Walton 1998; Roberts y Hafez, 1969). De esta
forma se mejora la prolificidad y fertilidad al provocar una pequefia
superovulacién, mas aun cuando se insemina con semen congelado (Fernandez
Abella, 2015b).

La ovulacion ocurre a las 60 horas promedio de retirados los dispositivos
(Maxwell, 1986), por lo cual se recomienda realizar la IATF dentro de las 48 a 60
horas, con aceptables resultados que dependen de la via de IA (cervical o
uterina) y de la conservaciéon seminal realizada. El uso de estas hormonas
combinadas (P4-eCG) ha obtenido hasta el momento mejores resultados
reproductivos que otros protocolos en base a prostaglandinas (Olivera Muzante,
Fierro, Lopez y Gil, 2011).

b-Protocolos en base a prostaglandinas

El uso de prostaglandina F2a o sus analogos sintéticos (PG) tiene como ventaja
el menor costo respecto al método P4-eCG; su via de administracion es
intramuscular lo que conlleva a una mejora en el manejo, sanidad y bienestar de
las hembras ovinas (Abecia, Forcada y Gonzalez-Bulnes, 2012). Debido a esto,
no se producen problemas por vaginitis 0 adherencias, ni por contaminacion
medio ambiental (Fierro, Gil, Vifioles y Olivera Muzante, 2013). Como desventaja
tiene que la utilizacion se restringe a la estacion reproductiva al necesitar de un
CL activo para su funcion (McCracken, Glew y Scaramuzzi 1970) y con el
cuidado de que administrada en ovejas prefiadas hasta 40-45 dias de gestacion
produce abortos (Fernandez Abella, 2015b).

La PGF2a y analogos provoca la regresion del CL, la sincronizacion del estro y
la ovulacién. El celo se manifiesta 36-48 horas luego de su administracion,
produciéndose la ovulacién 10 horas mas tarde que cuando se sincroniza con
progestagenos. La lutedlisis se puede provocar solo entre los dias 5 y 14 del
ciclo estral (Fernandez Abella, 2015b).

4.9.2. Preparacion de los retarjos

El comportamiento sexual pasivo de las ovejas necesita de la colaboracion del
macho para intensificarlo en momentos de celo. Esto se puede lograr mediante
carneros enteros deferectomizados, epididectomizados o incluso castrados. De
esta forma, los retarjos marcaran las hembras en celo en la parte posterior de
grupa y vulva (Duran del Campo, 1993).

4.9.3 Tipos de inseminacion

De acuerdo a donde se deposite el semen, pueden describirse tres tipos de
inseminacion, intravaginal, intracervical o intrauterina.
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La via intravaginal implica la deposicion del semen en forma ciega en el fondo
de la vagina sin visualizacion del cérvix, requiere dosis dos o tres veces mayores
para incrementar la posibilidad de fecundacion, siendo el método utilizado en
aquellos casos donde no es posible la introduccion de la canula en el cérvix. Este
meétodo desvirtia uno de los principales fines de la IA que hace referencia al uso
mas eficiente del esperma (Duran del Campo, 1993; Fernandez Abella, 2003;
Fernandez Abella y Villegas, 2015).

La intracervical comprende la localizacion del cérvix y la deposicidon del semen
dentro del mismo o lo mas cerca posible (Duran del Campo, 1993). En los ovinos
la inseminacion se realiza cervical superficial, depositando el semen en el
segmento mas proximo a la vagina. Esto se debe a la complejidad del cuello del
Gtero y a los pliegues que se forman en la mucosa de la pared vaginal que
aumentan con la edad, permitiendo solamente la introduccion de la canula hasta
0,5 a 1,0 cm. La via cervical con semen congelado requiere dosis superiores a
120 millones de espermatozoides teniendo en cuenta las pérdidas en el proceso
de congelado- descongelado, lo que hace que no se utilice con frecuencia
(Fernandez Abella y Villegas, 2015).

El método intrauterino implica la introduccién del semen directamente dentro del
cuerno uterino, pudiendo ejecutarse mediante las técnicas quirdrgica y
laparoscopia (Duran del Campo, 1993). El semen en el cuerno del utero
mantiene la capacidad fertilizante por 18-35 horas y requiere menor cantidad de
espermatozoides. Las técnicas intrauterinas con semen fresco utilizan 20 a 50
millones de espermatozoides y con semen congelado 50 a 100 millones, lo cual
significa una economia si comparamos con las cantidades necesarias mediante
la via cervical. Tiene la desventaja el costo del equipamiento y la especializacion
de la persona que utiliza el laparoscopio. De las tres posibles técnicas, quirtrgica
(laparotomia), intracervical y endoscépica (laparoscopia), ésta ultima es la mas
utilizada, y alcanza resultados iguales o superiores a los obtenidos con el método
cervical (Fernandez Abella y Villegas, 2015).

4.10 Diagnostico de gestacion

La ecografia o ultrasonografia es un método para diagnosticar gestacion y
permite corroborar ovejas prefiadas con uno, dos o mas fetos y vacias. De esta
forma, se puede dar un manejo diferencial en alimentacion y sanidad, tanto a
anicas como melliceras durante las ultimas etapas de la gestacidén, mejorando la
supervivencia de los corderos. Asi mismo, al conocer el nimero de ovejas con
gestaciones multiples permite destinarlas a potreros mas abrigados y con mejor
calidad de forraje para el pre y post-parto. Ademas, posibilita determinar la edad
de las crias y separar majadas en lotes de acuerdo a las fechas de parto, dando
prioridad a las madres en la medida que se acercan al ultimo tercio de la
gestacion._También, mediante la ecografia se puede separar los animales
gestantes de una inseminacion y los prefiados en el repaso por servicio natural,
asi como detectar anomalias reproductivas y otras patologias (Secretariado
Uruguayo de la Lana, 2020a).
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4.11. Factores que inciden en la reproduccion

4.11.1. Edad reproductiva

Las ovejas llegan a la pubertad a la edad de 5 a 10 meses y los carneros a los 3
a 6 meses, siendo ideal para iniciar la reproduccion al afio de vida (Cruz, 2010).

En las borregas en comparacion con las ovejas se constata un menor desarrollo
uterino, desequilibrio hormonal que lleva a menores porcentajes de fecundacion
y mortalidad embrionaria (McMillan y Mc Donald, 1985). En categorias jovenes,
los niveles bajos de progesterona en plasma podrian aumentar las pérdidas
embrionarias en situaciones de subnutricion severa (Edey, 1976).

En el carnero, la conducta sexual se inicia tempranamente durante los primeros
meses de vida, pero ésta es inespecifica. Finalmente, la madurez sexual,
marcada por la posibilidad de generar prefiez a partir de un salto eyaculatorio y
por el desarrollo de una conducta sexual bien determinada, ocurre recién a partir
de las 24 semanas de edad aproximadamente. Sin embargo, en borregos
puberes la produccién espermatica es de baja cantidad y calidad. Incluso
borregos de dos dientes (categoria de unos 1 a 1,5 afios) que van a su primer
servicio, suelen tener menor concentracion espermatica y libido que los carneros
adultos (Simonetti, Lynch y McCormick, 2014)

4.11.2. Nutricionales

El estado nutricional de las ovejas y carneros puede influenciar la iniciacion de
la estacion sexual, la fertilidad y la fecundidad (Duran del Campo, 1993).

La condicién corporal (CC) es una medida subjetiva del estado nutricional de un
animal, que se determina por la palpacién de la columna vertebral y los procesos
lumbares detras de la ultima costilla (Montossi et al., 1998) desarroll6 una escala
de 6 puntos de condicién corporal para la oveja de cria. El rango utilizado para
CC comienza en 0y culmina en 5, siendo CC 0 un animal extremadamente flaco
proximo a la muerte y CC 5 un animal con un grado de engrasamiento excesivo.

Existe abundante evidencia acerca de la menor supervivencia de los embriones
en ovejas con muy bajo peso vivo (PV) al servicio (Edey, 1976; Guerra, Thwaites
y Edey 1971). La CC estad mas relacionada con el verdadero “estado nutricional”
qgue el PV, e inciden en la tasa ovulatoria (TO) y fertilidad de las ovejas. En este
sentido, ovejas con CC 2,25 mostraron menor fertilidad y supervivencia
embrionaria (Ferndndez Abella et al., 1992).

En los carneros niveles muy bajos o muy altos de alimentacion, asi como
desbalances en los nutrientes afectan la reproduccion. Cuando la CC es baja,
(situacién mas frecuente en animales criados a campo) suelen tener menor
concentracion y calidad de semen, asi como disminucion de la libido.
Particularmente, deficiencias de Vitamina A ocasionadas a partir del consumo de
pastos conservados 0 por pastoreo en condiciones de sequia prolongada,
pueden producir degeneraciones seminales y por lo tanto, influyen en la
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fertilidad. También, es importante destacar que un exceso de gordura afecta
negativamente la fertilidad; si bien ésta no es la situacion normal en animales
criados a campo, si suele ocurrir con aquellos en confinamiento (Simonetti,
Lynch y McCormick, 2014).

4.11.3. Sanidad

Una produccion de semen adecuada requiere de un buen estado sanitario
general y particular del aparato reproductor. Las enfermedades que cursan con
un aumento de la temperatura corporal podrian alterar la espermatogénesis
(Durén del Campo, 1993). Las parasitosis comprometen el estado nutricional,
pudiendo afectar indirectamente su desempefio reproductivo. Las afecciones
podales limitan el desplazamiento y monta de los carneros. La brucelosis
(Brucella ovis) es una enfermedad infecciosa importante, que produce
inflamacion en testiculos y epididimos, afectando severamente la produccion
espermatica (Simonetti et al., 2014).

Asi mismo, en las ovejas un correcto estado sanitario incide en un mayor
porcentaje de celos y cantidad de ovulaciones mdltiples. En este sentido, el
control de los parasitos internos es de vital importancia en borregas y ovejas en
momentos estratégicos como previo al servicio y parto (Manazza, 2004).

La alta presencia de Haemonchus contortus, uno de los nematodos mas
prevalentes en la majada uruguaya (Nari y Cardozo, 1987), se encontré que
afecta parametros reproductivos, y las altas cargas parasitarias en general
ocasionan pérdidas en la calidad de la ovulacion y CL de mala funcionalidad
(Fernandez Abella et al., 2006). En consecuencia, la tasa de concepcion se
reduce marcadamente, determinando menor fertilidad, prolificidad y fecundidad;
la fertilidad disminuy6 significativamente cuando la carga parasitaria superoé los
900 huevos por gramo (HPG) (Fernandez Abella y Villegas, 2015).

Una forma de cuantificar la magnitud de las parasitosis es mediante la técnica
de Mc Master (cuantitativa) que permite determinar la cantidad de huevos de
nematodos gastrointestinales u ooquistes que son eliminados con la materia
fecal. El resultado se expresa en HPG u ooquistes por gramo de heces. La
mayoria de los huevos de los nematodos gastrointestinales son indiferenciables
morfol6gicamente, requiriendo otra técnica coprolégica como el cultivo de larvas
para determinar los géneros parasitarios presentes. Una de las técnicas
propuestas es la de Roberts y O’Sullivan que consiste en proporcionar las
condiciones de temperatura, humedad y oxigeno a los huevos de nematodos
gastrointestinales para obtener las larvas 3, que presentan caracteristicas
morfologicas diferenciables (Vignau, Venturini, Romero, Eiras y Baso, 2005).

4.11.4. Estrés

El estrés puede influir negativamente sobre el transporte espermatico a través
de modificaciones en la emision de hormonas gonadotropicas (Duran del
Campo, 1993).
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4.11.5. Calidad seminal

Luego de su recoleccion, es importante que el semen se mantenga protegido de
los cambios bruscos de temperatura, contacto con el agua y metales, radiacion
solar directa e impurezas (Cueto et al., 2016).

Los métodos de evaluacion de la calidad del semen se pueden clasificar en,
pruebas macroscoépicas (volumen, color, olor, movilidad en masa, pH), pruebas
microscopicas (concentracion, movilidad, morfologia, porcentaje de
espermatozoides vivos 0 muertos, pureza), pruebas biolégicas (porcentaje de
prefiez, resistencia del espermatozoide, viabilidad), pruebas bioquimicas
(coeficiente respiratorio, indice de fructolisis, poder deshidrogenante, acidez)
(Fernandez Abella y Villegas, 2015). Si bien estos parametros brindan
informacion sobre la calidad seminal de una muestra, no son indicadores directos
de fertilidad (Buzén Cuevas, 2013).

4.11.6. Conservacion del semen

Durante los procesos de conservacion, congelacion y descongelacion se
producen alteraciones bioquimicas como en las proteinas citoplasmaticas, sobre
todo las del acrosoma y provocan lesiones secundarias a nivel de las fibrillas de
la pieza media por acumulacion de calcio, asi como también, cambios en la
anatomia de las células espermaticas que determinan pérdidas en la capacidad
fecundante de los espermatozoides. Los protocolos de conservacion
espermatica deben asegurar una supervivencia en cantidad y calidad que
permiten obtener resultados en tasas de concepcion superiores al 50 %
(Fernandez Abella, 2015a). La refrigeracidbn y criopreservacion de los
espermatozoides reducen o interrumpen su actividad metabdlica y alargan su
viabilidad (Rodriguez, Avila, Anchondo, Sanchez y Jiménez, 2008).
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5. HIPOTESIS

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

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar “in vivo” la fertilidad del semen de carneros Merino Australiano categoria
dos dientes, congelado en diferentes protocolos, mediante el porcentaje de
prefiez en ovejas Merino Australiano.

6.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el impacto de diferentes momentos y temperaturas de empaquetado
en los protocolos de congelamiento del semen sobre la fertilidad de las
ovejas.

2. Observar si las subpoblaciones de espermatozoides rapidas progresivas
determinadas “in vitro” correlacionan con la fertilidad “in vivo”.

3. Observar si las velocidades de las subpoblaciones rapidas determinadas “in
vitro” correlacionan con la fertilidad “in vivo”.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Localizaciéon del area de estudio

Este trabajo se realizé en el afio 2020 y se llevo a cabo en el departamento de
Salto — Uruguay, en el establecimiento Santa Margarita “El Pum” (agricola-
ganadero), ubicado sobre ruta 31, km 42, al norte del pais (Latitud 31°.34.15" /
Longitud 57°.45'. 23"). El tipo de suelo que predomina es basalto profundo y en
menor cantidad basalto superficial, con un indice CONEAT de 130 promedio.

Figura 1. Ubicacién Geogréfica. Santa Margarita “El Pum”, Departamento de
Salto.
Fuente: Google Earth

7.2. Ensayo de campo

Se utilizaron 90 ovejas de cria multiparas de la raza Merino Australiano categoria
6 dientes y boca llena, constituyendo un grupo homogéneo (figura 7) en cuanto
a condicion corporal y sanitaria. Los animales permanecieron pastoreando sobre
campo natural en el mismo potrero durante todo el ensayo.

El dia 1 del ensayo (26 de febrero): se formaron 3 grupos al azar, los animales

se identificaron con caravanas numeradas y de distinto color (amarilla, blanca y
verde).
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Se determiné la CC (Jefferies,1961) y la edad a través de la denticion y se extrajo
materia fecal individual para analisis coproparasitario.

Dia 2 y 3 (27 y 28 de febrero): se estimo la carga parasitaria de nematodos
gastrointestinales a través de la técnica de Mc Master en el Laboratorio de
Parasitologia, Facultad de Veterinaria, CENUR, Litoral Norte Salto. Se realiz6 el
diagnéstico de Fasciola hepatica mediante la técnica de Happich & Boray
(Thienpont et al., 1986) (Figura 2).

Dia 4 (29 de febrero): se dosificaron todas las ovejas con un antiparasitario
compuesto de lvermectina 0,2 %, Levamisol 8% y Albendazol 5%.

Dia 15 (12 de marzo): se colocaron esponjas vaginales impregnadas con 60 mg
de acetato medroxiprogesterona (Progespon) para la sincronizacion de celos
para la realizaciéon de IATF.

Dia 29 (26 de marzo): se realizé6 el retiro de esponjas y la administracion de 400
Ul de eCG (Dermaglon) intra muscular.

Dia 30 (27 de marzo): para detectar celo, se introdujeron retarjos con la majada
para deteccion de celo y con el consiguiente “efecto macho”.

Dia 31 (28 de marzo): se realizd la IA intrauterina por laparoscopia segun
Fernandez Abella y Villegas (2015). Para este procedimiento se utilizO semen
previamente criopreservado y evaluado “in vitro” por Cayrus et al. (2019).

Cada grupo fue inseminado segun el tratamiento correspondiente y de acuerdo
al siguiente detalle:

T1 Grupo caravanas amarillas: semen empaquetado a 20,0 °C, se dejé en
reposo horizontalmente durante 15 minutos a la temperatura antes indicada y
posteriormente fue equilibrado a 4,0 °C durante 90 minutos

T2 Grupo caravanas verdes: semen empaquetado a 4,0 °C se dejé en reposo
horizontalmente durante 15 minutos a la temperatura antes indicada y
posteriormente fue equilibrado a 4,0 °C durante 90 minutos

T4 Grupo caravanas blancas: semen equilibrado a 4,0 °C durante 90 minutos y
empaquetado a 7,8 °C dejando estabilizar durante 15 minutos a 4,0 °C para
finalizar congelamiento de las mismas.

Dia 72 (8 de mayo): se realiz6 el diagnoéstico de gestacion por via transrectal,
utilizando ecégrafo DRAMINSKI Mini 4Vet iScan (Figura 8).
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Figura 2. Técnica de Mc Master, Laboratorio de Parasitologia, Facultad de
Veterinaria, CENUR, Litoral Norte Salto.

Figura 3. Técnica de inseminacion artificial intrauterina por laparoscopia.
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7.3 ANALISIS ESTADISTICO

Se implementd la prueba de Chi- Cuadrado con valores absolutos para el estudio
del porcentaje de prefiez entre tratamientos, donde se plantea como hipétesis
nula “T1=T2=T4” e hipdtesis alternativa “al menos uno es diferente”. Con un
margen de error de 0,05 y con un grado de libertad equivalente a 2.
Para obtener el valor de Chi- Cuadrado calculado se tiene la formula:

X 2=% (fo-fe) #/f

fo: frecuencia de valor observado
fe: frecuencia del valor esperado

Se aplicé la prueba de Kolmogorov- Smirnov para constatar si las variables HPG
y CC seguian la misma distribucién para los diferentes tratamientos.
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HPG

8. RESULTADOS

HPG

La prueba de Kolmogorov- Smirnov no detecto diferencias significativas en
la distribucion de HPG (p>0,05) entre tratamientos.

Cuadro 1. p-valor de prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de
distribucién para HPG entre tratamientos, al comienzo del ensayo.

T1 T2 T4
T1 1,000 0,236 0,998
T2 1,000 0,586
T4 1,000
o o)
g
o
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Figura 4. Diagrama de cajas para HPG por lote de ovejas segun tratamiento.
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CC

Condicion Corporal

La prueba de Kolmogorov- Smirnov no detecté diferencias significativas en
la distribucion de la variable condicion corporal (p>0,05) entre tratamientos.

Cuadro 2. p-valor de prueba Kolmogorov- Smirnov de igualdad de
distribucion para condicion corporal entre tratamientos, al comienzo del
ensayo.

T1 T2 T4
T1 1,000 0,799 0,952
T2 1,000 0,799
T4 1,000
o
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]
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Figura 5. Diagrama de cajas para condicién corporal por lote de ovejas segun
tratamiento.



Porcentaje de prefiez

Con la metodologia de IA Intrauterina, los porcentajes de prefiez obtenidos,
determinados ecograficamente a los 40 dias post inseminacion fueron, 63,0 %
enelT1,60,0% enel T2y 46,6 % en el T4. (figura 6)

D ~ [e]
o o o

vl
o

Porcentaje de preiez
5 8 8 5

o

T1 T2 T4

B Ecografia 1

Figura 6. Porcentaje de prefiez en los distintos tratamientos al dia 40 de
gestacion, segun ecografia.

La prueba Chi- Cuadrado no detectd diferencias significativas para el
estudio del porcentaje de prefiez (p>0,05) entre tratamientos. X2 calculado
es menor X 2 tabla. Por lo tanto, no se rechaza la hipétesis nula.

Cuadro 3. Valores absolutos de la prueba Chi- cuadrado para el estudio de
porcentajes de prefiez entre tratamientos.

Observados T1 T2 T4 Total
Prefada 19 18 14 51
Vacia 11 12 16 39
Total 30 30 30 90

El calculo del P-valor para la prueba de chi- cuadrado de independencia entre
las variables es de 0.387.
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Las diferencias observadas en la motilidad progresiva y en la distribucion de
velocidades en el estudio “in vitro” (Cayrus et al, 2019) a favor de T4 no se
vieron reflejadas en el porcentaje de prefiez obtenido en dicho tratamiento.

Figura 8. Diagndstico ecogréafico. Embridn a los 40 dias
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9. DISCUSION

En este trabajo se utilizo el porcentaje de prefiez como indicador de la fertilidad
de semen de carneros Merino Australiano categoria dos dientes empaquetado
en diferentes momentos y temperaturas.

Con la metodologia de IA Intrauterina, los porcentajes de prefiez obtenidos,
determinados ecograficamente a los 40 dias post inseminacion fueron, 63,0 %
enelT1,60,0%enel T2y 46,6 % en el T4.

Rodriguez (2004) reporta mejores resultados utilizando semen congelado
cuando se deposita el semen directamente en el Utero, esto se relaciona con los
porcentajes de prefiez obtenidos por Maxwell y Hewitt (1986) utilizando via
cervical o intrauterina siendo sus resultados 40 % y 60 % respectivamente. Otros
autores reportan una tasa de prefiez con valores entre 50- 65% utilizando
inseminacion intrauterina (Gibbons y Cueto, 1995; Hafez, 1996; Haresign y
Read, 1986; Hunton 1987; Maxwell, Butler y Wilson 1984; Maxwell y Hewitt,
1986; Raimundo, 1993; Salamon y Maxwell, 1995;). Angulo Dominguez y Angulo
Dominguez (2019), utilizando la raza East Frisiean, en la categoria borregas y
con un protocolo de congelamiento similar a T4, obtienen porcentajes de prefiez
entre 45y 50%.

En la raza Merino Australiano Fernandez Abella et al. (2003) reporta porcentajes
de prefiez entre 30 y 37 %, combinando inseminacion intrauterina con diferentes
métodos de sincronizacion de celo. Olivera Muzante, Gil, Fierro, Duran y Alabart
(2007), utilizando la misma raza en categoria borregas obtuvieron una tasa de
no retorno (NR) a los 21 dias de 63,2 % y un porcentaje de prefiez de 47,4 % a
los 60 dias mediante ecografia. En la categoria adultos una tasa de NR de 54,1
% y 41,9 % respectivamente. Asimismo, estos autores utilizan machos adultos,
exigen porcentajes de espermatozoides moviles superiores al 30 % y utilizan 250
x 108 espermatozoides/pajuela. Para Fernandez Abella (2015a) las pajuelas con
menos del 35 % de motilidad, cuando se trabaja con semen de carnero, deberian
ser rechazadas.

El material utilizado en esta tesis (Cayrus et al., 2019), proviene de machos
categoria dos dientes con porcentajes de motilidad post congelamiento-
descongelamiento que no superan el 20 % y con 60 x 10® espermatozoides/
pajuela. La categoria dos dientes es reportada como de menor desempefio
reproductivo con respecto a machos adultos (Morén Cedillo et al., 2012;
Ostrowski, 1980; Silva y Fassana, 2017). A pesar de ello y de las dosis
inseminantes inferiores empleadas, los porcentajes de prefiez obtenidos en este
trabajo, son concordantes con los reportes nacionales e internacionales
utilizando inseminacion intrauterina.

En los diferentes protocolos de congelamiento la variacion en la temperatura y
momento de empaquetado han sido reportados por diferentes autores como
condiciones que impactan en la calidad del semen 'y en su capacidad fertilizante.
En el presente trabajo las pajuelas correspondientes a T1 y T2 fueron llenadas
a temperatura ambiente controlada, 20,0 ° y 4,0 °C respectivamente, luego de
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reposar, fueron equilibradas a 4,0 °C y congeladas. Fernandez Abella (2015a),
recomienda el uso del T1 para la obtencion de mejores resultados frente al
protocolo tradicional utilizado a campo, en el cual el semen diluido se equilibra
enfriandolo a 4,0 °C durante 90 minutos y luego se empaqueta a temperatura
superior, que en nuestro ensayo corresponde al T4. Maxwell et al. (1995)
recomiendan empaquetar entre 4,0 a 6,0 °C para obtener mejores resultados, en
nuestro ensayo esto corresponde al T2. Beriau et al. (2016) al comparar tres
temperaturas de empaquetado del semen de carnero Merino Australiano, 35,0 °,
4,0 °y 20,0 °C, encontraron que la primera de ellas era la condicion mas
desfavorable, siendo 4,0 °C y 20,0 °C, de desempefio muy similar, con respecto
a los espermatozoides rapidos progresivos, rapidos y medios, presentes al
descongelar el mismo. Concordando con lo que reportan estos autores, a pesar
de no presentar diferencias significativas entre tratamientos, T1(63 %) presento
el mayor porcentaje de prefiez seguido de T2(60 %) (20,0 y 4,0 °C
respectivamente).

En este trabajo el semen utilizado fue evaluado previamente “in vitro” por Cayrus
et al. (2019) utilizando la motilidad como principal indicador de calidad seminal,
(combinando progresividad y velocidad). Varios autores reportan una correlacion
positiva entre este parametro y la fertilidad del semen post descongelamiento en
diferentes especies y razas (Abaigar et al., 1999; Dauvis et al., 1995; Holt, 1995;
Martinez-Pastor et al., 2005; Muifio et al., 2005; Muifio et al., 2015; Ramoén et al.,
2013; Rodriguez- Martinez, 2001; Yéniz et al., 2015). Segun Fernandez Abella
(2015a) el movimiento progresivo o normal es el que determina que el
espermatozoide avance y pueda fecundar, por lo cual importa que exista un alto
namero de espermas con dicho movimiento. Cayrus et al (2019), reportan que,
si bien no encontraron diferencias significativas entre tratamientos, el T4
presentaba valores mas altos de la subpoblacién de espermatozoides rapidos
progresivos y mayor cantidad de espermatozoides con velocidades superiores a
100 pym/s, en velocidad curvilinea, rectilinea y promedio. Al igual que “in vitro” el
ensayo “in vivo” no muestra diferencias significativas entre tratamientos, aunque
difieren los porcentajes de prefiez alcanzados siendo el T4 el de peor
desempefio. Esto puede deberse a lo planteado por Fernandez Abella (2015a),
quien manifiesta que el empaquetado a temperaturas superiores a 6 °C y
previamente equilibrado, podria provocar dafios irreversibles en los
espermatozoides, lo que afectaria la fertilidad del semen.

Segun Muifio et al. (2005) pocos parametros individuales de viabilidad
espermatica, motilidad, integridad de membrana o acrosoma, con cromatina
normal, entre otros, muestran una relacion significativa con la fertilidad, teniendo
en cuenta que el proceso de fertilizacion es multifactorial, deberian evaluarse
varios al momento de determinar la calidad seminal.

Los espermatozoides pueden sufrir la pérdida de la integridad de sus
membranas, asi como la inactivacion de enzimas acrosomales y la pérdida de
fosfolipidos en el proceso de congelacion y descongelacion (Angulo Mejorada et
al.,1999). Muifio, et al. (2005) obtuvieron una correlacién significativa entre el
estado de los acrosomas Yy la fertilidad de semen congelado en bovinos. El
deterioro del acrosoma impide la penetracién a las membranas que rodean al
ovocito (Thundathil, 2002).

Asimismo, la calidad del semen se ve afectada por la presencia de especies
oxigeno reactivas (ROS), estas provocan dafos sobre la estructura del ADN el
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cual es muy sensible al estrés oxidativo (Mehraban et al., 2020; Tvrda, 2011).
Estas especies aumentan su concentracion durante el proceso de congelacion-
descongelacion, a consecuencia de ello, durante el mismo se produce la
fragmentacion del ADN afectando la capacidad fecundante de los
espermatozoides (Posado. R et al.,2011).

Cualquier anomalia que afecte alguna condicion del esperma, dificultara su
capacidad fecundante (Falchi et al., 2018; Maxwell y Watson, 1996; Rodriguez-
Martinez, 1999).
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10.CONCLUSIONES

En las condiciones de este trabajo:

1-

Respecto a la fertilidad del semen:

1.a. Mediante la evaluacion “in vivo” se podria inferir que la fertilidad del
semen de carneros Merino Australiano categoria dos dientes, es apta para su
utilizacion en un programa de |A intrauterina.

1.b. Esto permitiria la utilizacion de machos de alto valor genético en forma
mas temprana en programas de IA.

Respecto a los porcentajes de prefiez a pesar de no haber diferencia
significativa entre tratamientos, las diferencias de 16 y 13 puntos porcentuales
entre T1y T2 con T4 respectivamente, podria impactar en la rentabilidad del
programa de IA aplicado. Esto ameritaria repetir el ensayo con una muestra
mayor de animales.

Respecto a la calidad seminal se deberia evaluar varios parametros ‘in vitro”

debido al caracter multifactorial de la fertilizacion y la no concordancia con el
desemperio “in vivo” de T4.
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