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1. RESUMEN

Se realizd un experimento para evaluar el efecto de la suplementacién con minerales y
vitaminas sobre la calidad seminal de cameros pastoreando campo natural sobre suelos de
areniscas entre mayo y julio. Se seleccionaron 35 carneros Merino Australiano clinicamente
sanos de entre 2 y 6 dientes, que fueron asignados al azar a uno de los siguientes
tratamientos: Control y Suplementado. El tratamiento Suplementado recibié durante 51 dfas
un suplemento oral en base a minerales y vitaminas, mientras que el control no recibi6
suplemento. Los carneros de ambos tratamientos permanecieron durante todo el
experimento sobre pasturas naturales. Se realizaron extracciones de semen cada 17 dfas,
una previo al inicio del experimento, y 3 durante el mismo. En estos mismos dias se realiz6
un examen clinico-reproductivo de los cameros, se determiné peso, condicién corporal,
circunferencia escrotal y tono testicular. En el semen se determiné motilidad de masa e
individual, concentracién espermética, porcentaje de espermatozoides muertos y con
anormalidades. La suplementacion no modificé el peso, condicién corporal, circunferencia
escrotal ni tono testicular, pero increment6 la motilidad de masa e individual (p<0,05) y la
concentracién espermiética (p<0,001), redujo el porcentaje de espermatozoides muertos
(p=0,057) y las anormalidades esperméticas totales (p<0,05), principalmente las localizadas
a nivel de acrosoma y pieza media (p<0,001). Se concluye que la suplementacién de
carneros Merino Australiano en campo natural en Uruguay con un producto en base a
minerales y vitaminas tuvo un efecto positivo sobre la calidad del semen, aunque seria
preciso realizar mds experimentos para determinar los minerales y/o vitaminas responsables
de las respuestas observadas.

Palabras claves: cameros, Merino Australiano, campo natural, calidad de semen,
minerales, vitaminas -



2. SUMMARY

An experiment was carried out to evaluate the effect of supplementation with minerals and
vitamins on semen quality of rams grazing on native pastures of Areniscas from May to
July. Thirty-five clinically apt Australian Merino rams, between 2 and 6 tecth, were
randomly assigned to one of the following treatments: grazing of native pastures (Control)
or grazing of native pastures and supplementation with a mineral product (Ovino total®,
enriched with vitamins) (Supplemented). The experiment lasted for 51 days. Four semen
extractions were performed, the first before the beginning of the experiment and the others
during the experiment, every 17 days. In these days, a clinical-reproductive examination of
each ram was performed, and body weight, body condition score, scrotal circumference and
testicular tone were measured. In the semen were determined mass and individual motility,
spermatic concentration, and percentage of dead and abnormal spermatozoa.
Supplementation had no effect on body weight, body condition score, scrotal circumference
or testicular tone (p>0,10), but increased mass and individual motility (p<0,05) and
spermatic concentration (p<0,001), and reduced the percentage of dead (p=0,057) and
abnormal spermatozoa (p<0,05), especially in the acrosome and mid-piece (p<0,001), in
comparison with the control treatment. It is concluded that mineral and vitamin
supplementation of Australian Merino rams grazing native pastures from May to July in
Uruguay had a positive effect on semen quality, but more research should be done in order
to establish the precise minerals and/or vitamins responsible for the results obtained in this
experiment.

Key words: ram, Merino Australiano, native pastures, seminal quality, minerals, vitamins.




3. INTRODUCCION

En Uruguay, el campo natural constituye la principal fuente de alimentos en
establecimientos ganaderos, y la Gnica en la gran mayorfa de ellos. La produccién y
calidad del mismo presentan fuertes variaciones estacionales y entre afios, debido a la
influencia conjunta del tipo de suelo, clima, dotacién animal y sistemas del pastoreo, entre
otros factores (Rovira, 1996). Estos factores también causan variaciones en el contenido
de minerales y vitaminas en las pasturas naturales (Rovira, 1996; Sapsford, 1951).

En Uruguay se ha determinado que el contenido de fosforo y zinc en pasturas
naturales en suelos sobre Basalto, Cristalino, Areniscas, y Cretacico son inferiores a los
requerimientos de bovinos y ovinos en pastoreo, sobre todo durante el otofio y el invierno
(Cuenca, et al., 1981; Sosa y Guerrero, 1983; Femdndez, et al., 1983; Pigurina, ef al.,

1998; Piaggio y Uriarte, 2005). Asimismo se ha reportado que la concentracién de cobre,

magnesio, manganeso y cobalto en algunas pasturas son apenas suficientes para satisfacer
los requerimientos de bovinos y ovinos (Sosa y Guerrero, 1983; Ferndndez ef al., 1983).
Por otra parte, en pasturas con alta proporcién de restos secos o elevado contenido de
pared celular, es posible que exista una deficiencia de vitamina A y E (Huber, 1993).

En nuestro pais, la cria ovina se realiza sobre estas pasturas naturales, y se
caracteriza, entre otros aspectos, por largas encarneradas con una duracién de hasta 3
meses, y el uso de carneros en una proporcién de entre 3 y 4% (DIEA, 2001). Un estudio
realizado en Uruguay determiné que casi un 25% de los carneros utilizados no eran
clinicamente aptos para la reproduccién (Castrillejo er al,, 1990). Considerando que el
carnero es un elemento clave para lograr una buena eficiencia reproductiva de la majada,
y para contribuir al mejoramiento genético de la misma, se puede considerar que carneros
con problemas de fertilidad conspiran contra la obtencién de buenos resultados
reproductivos en la majada nacional (Robles, 2004).

En general se reconoce que el rumiante en pastoreo frecuentemente no consume
cantidades adecuadas de minerales para lograr un 6ptimo desempefio productivo y
reproductivo, aunque depende del estado fisioldgico del animal, que es quien determina
sus requerimientos (Orcasberro, 1997). Por ejemplo, durante el periodo de servicios, los
requerimientos de minerales y vitaminas para la produccién de semen en el carnero se
incrementan (Prior, 1980), por lo que un aporte deficiente de los mismos en este momento
podria resultar en una disminucién de la calidad del semen y por lo tanto de la eficiencia
reproductiva (Foster ef al., 1996; Marai et al. 2003).

La espermatogénesis en el carnero puede ser afectada por diversos factores, entre
ellos el fotoperiodo, la edad, la raza, el peso, y la nutricién energética, proteica, mineral y
vitaminica (Fernindez Abella, 1995). Con respecto a estos Wltimos nutrientes, los
oligoelementos como el selenio, el zinc y el cobre y vitaminas A, D, E y complejo B se
encuentran en el semen eyaculado, ya sea integrando los espermatozoides.o el plasma
seminal (Salisbury, 1978; Abdel-Rahman, et al., 2002). Reconociendo la importancia de
estos nutrientes para una normal funcién reproductiva del carnero, asi como la posible
carencia de alguno de ellos en nuestras pasturas naturales, y al no existir antecedentes de
estudios sobre el efecto de la suplementacién mineral y vitaminica en cameros en
Uruguay, se planted la necesidad de evaluar el efecto de la suplementacién en base a
minerales (P, Ca, Mg, Cu, Mn, Zn, Se, 1, Co, Na, Cl) y vitaminas (A, B) B2, D, y E) sobre
la circunferencia escrotal, el tono testicular y las principales variables esperméticas de
carneros Merino Australiano manejados sobre campo natural. La hipdtesis principal de



este trabajo es que la suplementacién con dicho producto tendré efectos favorables sobre
distintos aspectos de la calidad seminal de los carneros.

4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1. SECTOR OVINO EN URUGUAY

4.1.1. Importancia del sector ovino en Uruguay

El sector ovino en Uruguay es una actividad ganadera de gran importancia, tanto si
se mide por el nimero de animales como por la superficie comprendida, sobre todo en lo
que a cria se refiere (DIEA, 2003). La importancia de la cria ovina puede verse reflejada
en la relacion oveja de cria/capén de 4,8 (DICOSE, 2006). Por otro lado debe considerarse
la importancia econdmica del rubro ovino; por ejemplo, durante los primeros diez meses
de la zafra 2005/06, las exportaciones cumplidas (productos de la lana, lana, carne ovina,
pieles y animales en pie) totalizaron alrededor de 228 millones de ddlares, registrando un
aumento del 10% en relacién con igual perfodo de la zafra anterior (SUL, 2006). La
evolucién del rubro ovino, en cuanto a cantidad y aplicacion de tecnologias, acompafia las
fluctuaciones de precio en el mercado de carnes y lana.

Actualmente la poblacién ovina en el Uruguay alcanza la cifra de 11.089.304
cabezas (DICOSE, 2006). Del total de ovinos, un 48.7% est4 constituido por ovejas de
cria y un 2% por carneros, habiéndose registrado el mayor incremento en estd categorias
cuando se compara con los datos de DICOSE de los tGltimos afios.

412 Crfaoyina

En Uruguay la cria ovina se concentra en los predios de entre 200 y 5000 hectéreas,
con aproximadamente un 76% de las ovejas de cria y un 80% de los carneros existentes en
el pais (DICOSE, 2006). En su mayor parte se realiza sobre campo natural, lo cual lleva a
una dependencia del clima, tipo de suelo, la dotacion animal y el sistema de pastoreo
utilizado.

Se caracteriza, entre otras cosas, por largas encarneradas con una duracién de hasta
3 meses, utilizindose entre 3 y 4% de carneros. Segiin determinaron Castrillejo, ef
al.,(1990) en un estudio realizado en varios departamentos de nuestro pafs, se determin6
que un 24,4% de los cameros utilizados fueron considerados clinicamente no aptos para la
reproduccién por diversas causas (pietin, epididimitis, testiculos pequefios,
espermiostésis, atrofia testicular). Hay que sefialar que el alto porcentaje de carneros
utilizado durante la encamerada podria enmascarar las fallas reproductivas. Durante el
afio 2005 se registré un 76 % de sefialada (comunicacién personal, Ing Agr Salgado, 2005,
SUL).

4.1.3 Los carneros en Uruguay

El camero es un elemento clave tanto para lograr una buena eficiencia
reproductiva de la majada como para el mejoramiento genético de la misma. Segin
Schoenian (2006), el mayor problema de los carneros no es la esterilidad sino la reducida
fertilidad, reportando que entre 10 y 15% tienen una fertilidad cuestionable. El efecto de



incorporar carneros sanos y con muy buena fertilidad se puede evidenciar a través de una

- mayor cantidad y mejor calidad de lana, en una mayor cantidad de corderos logrados a la

sefialada y en una mayor ganancia de peso corporal de los corderos al destete (Robles,
2004).

La forma mas frecuente de reemplazo de cameros, en Uruguay, es mediante la
compra fuera del predio (71% de las explotaciones), mediante plantel propio (16%), o una
combinacién de plantel propio y compra (9%). Un 4% de las explotaciones informan no
reponer los carneros o lo hace bajo la forma de préstamo de vecinos. El proceso de compra
se reduce al aumentar el niimero de ovejas (de 79% a 31%). A la inversa, el origen de
plantel propio aumenta desde el 10% al 49% de las explotaciones, al igual que la
combinacién de plantel propio y compra (de 7% a 20%) (DIEA, 2003). Por otra parte, la
revisacién de los cameros previo a la encarnerada tiende a aumentar con el tamafio de la
majada de 47 a 79% (DIEA, 2003).

4.2 ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL CARNERO

Un esquema del aparato reproductor del carnero se puede observar en la siguiente
figura (figura 1):

Figura 1. Aparato reproductor del carnero (Schoenian, 2006)

4.2.1 Escroto (figura 1)

Es una bolsa ovoide de piel relativamente fina, ubicado en Ia parte caudal del
abdomen, entre la ingle y el periné. Cada testiculo y su epididimo van suspendidos
separadamente dentro del escroto por un cordén espermético y estructuras como el
conducto deferente y los vasos y nervios correspondientes encerrados en una doble



cubierta de peritoneo (Dyce et al.1999). Se encuentra en posicién vertical con respecto al
abdomen. El escroto, junto con los misculos cremasteres y el plexo pampiniforme juegan
un rol importante en la termorregulacién (Hafez, 1996; Dyce ef al.1999; Robles, 2004;
Schoenian, 2006).

4.2.2 Testiculos (figura 1)

Son unos dérganos solidos elipsoidales contenidos en la bolsa escrotal con su eje
dispuesto verticalmente en los cameros (Dyce ef al.1999). En el carnero adulto pesa entre
200 y 400 gr. Los testiculos tienen basicamente una funcién gametogénica y enddcrina.
(Hafez, 1996; Dyce ef al. 1999, Robles, 2004). El testiculo esté cubierto por varias capas
(Ver Cuadro I).

Cuadro 1. Revestimientos del testiculo (de afuera hacia adentro) (adaptado de
Dyce et al., 1999)

REVESTIMIENTO
Escroto
Tanica dartos
Fascia espermatica externa
. .Y Capa parietal
Tinica vaginal Capa visceral

1 se subdivide en dos capas

4.2.3 Epididimo (figura 1)

Es un é6rgano firme, formado por las circunvoluciones del conducto epididimario
dentro de una matriz de tejido conectivo. Se lo divide en tres zonas: cabeza, cuerpo y cola,
aunque estas no se corresponden con las diferencias funcionales (Dyce ef al. 1999). En el
camero se encuentra muy desarrollado, firmemente adherido por tejido fibroso al
testiculo; la cabeza de éste es aplanada y ligeramente curva, se ubica en el polo superior
del testiculo y colocdndose lateralmente se continua con el cuerpo, el cual posee una
forma de cilindro aplanado recorre lateralmente el borde posterior del testiculo y en el
extremo inferior de éste, se continia con la cola (Dyce et al. 1999). La cola estd muy
desarrollada, de forma ovoide con la base aplicada a la extremidad inferior del testiculo.
Da nacimiento al conducto deferente. Las funciones del epididimo son: transporte,
maduracién y almacenamiento de los espermatozoides. (Hafez, 1996; Robles, 2004;
Schoenian, 2006).

4.2.4 Conductos deferentes (figura 1)

Se originan en la cola del epididimo y comienzan con un trayecto tortuoso, que
luego se hace recto en su camino hacia el abdomen, recorre el borde posterior del cordén
espermético y luego pasa a través del canal inguinal para llegar a colocarse lateralmente a
la vejiga. Su porcién terminal presenta un agrandamiento fusiforme: la ampolla. Llevan el
esperma desde el epididimo a la uretra durante la eyaculacién (Dyce er al. 1999).



4.2.5 Cordén espermitico (figura 1)

Comienza en el anillo inguinal profundo y termina en el testiculo y estd formado
por: conducto deferente, plexo pampiniforme, vasos linfiticos, nervios testiculares, capas
visceral y parietal de la tinica vaginal, misculo creméster y fascia espermdtica externa. Su
rol esté en la termorregulacion (Hafez, 1996; Dyce et al., 1999).

4.2.6 Vesiculas seminales (figura 1)

Estén representadas por érganos compactos y de gruesas paredes, de forma lobulada
y algo aplanada. La base estd dirigida hacia adelante y su cuerpo casi transversal formando
un dngulo casi recto con la base, cada una a lateral del correspondiente conducto deferente.
Al cuerpo de la vesicula sigue el conducto excretor, que se abre debajo de la ampolla de los
deferentes. Adiciona fluido y nutrientes al semen (Hafez, 1996; Dyce et al. 1999).

4.2.7 Proéstata (figura 1)

En el carnero, esta glandula es difusa, extendiéndose sobre la uretra pelviana y por
debajo del misculo uretral. Produce una secrecién alcalina para aumentar el pH del
eyaculado, tiene actividad buffer (Hafez, 1996; Dyce et al., 1999).

4.2.8 Glindulas bulbo uretrales (figura 1)

También llamadas de Cowper, se ubican a cada lado de 1a uretra, cerca de la salida
pélvica, son de forma oval y con un solo conducto excretor, que se abre en la uretra,
secretan una sustancia acuosa que “barre” los vestigios de orina que pudiesen llegar a
encontrarse en la uretra (Hafez, 1996; Dyce et al, 1999).

4.2.9 Uretra (figura 1)

Se extiende desde un orificio interno en el cuello vesical hasta un orificio externo
en el extremo libre del pene, dividiéndose en una parte interna o pélvica y otra externa o
peneana. Es un érgano tubular cuya funcién es excretar orina y semen (Dyce et al, 1999).

4.2.10. Pene (figura 1)

Se extiende desde el arco isquitico hasta la zona umbilical. Es de naturaleza
fibroelastica en el carnero. La parte terminal del pene, el glande, se encuentra libre dentro
del prepucio y posee un proceso uretral o apéndice vermiforme de unos 4 a 5 cm de largo,
en forma de latiguillo. En caudal y dorsal del escroto el pene del carnero toma una forma
curvada en forma de 'S' denominada flexura sigmoidea. Su funcién es depositar semen en
el tracto reproductivo de la hembra (Dyce et al, 1999).

4.2.11, Prepucio (figura 1)

Es una invaginacién de la piel abdominal que se abre a través del orificio prepucial
a caudal del ombligo y contiene la parte libre del pene (Dyce et al, 1999).



4.3 FISIOLOGIA REPRODUCTIVA EN EL CARNERO

4.3.1 Histologia testicular

El testiculo se encuentra alojado en el escroto y estd envuelto por una gruesa
_céipsula de tejido conjuntivo denso, la tinica albuginea. Una extension de este conforma el
mediastino testicular, contiene vasos de cierto calibre, la rete testis, y los conductos
eferentes que abandonan el testiculo, constituyendo una porcién menor del parénquima
testicular. El resto del parénquima testicular estd ocupado por tiibulos seminiferos y un
intersticio de tejido conjuntivo laxo muy vascularizado, con gran cantidad de capilares
sanguineos y linfaticos, células perivasculares mesenquimatosas, fibroblastos,
macrofégos, y otros leucocitos. En este tejido conjuntivo se encuentran acimulos de
células de Leydig, entre los tibulos seminiferos (Hafez, 1996).

El tibulo seminifero es una estructura tubular contorneada, que esta rodeada por
una lamina basal, en la cual estin incluidas dos tipos de células: las mioides y las
similares a los fibroblastos. En los carneros, se encuentra més de una capa de células en la
lamina basal. Es caracteristico de este tipo de testiculo, que a medida que envejece, ocurre
un proceso de fibrosis que aumenta el espesor de esta lamina basal (Hafez, 1996).

El epitelio seminifero constituye el resto de la pared del tibulo seminifero. Es un
epitelio estratificado complejo, que contiene células de dos tipos, las de Sertoli y las
células de la linea germinal o espermatogénicas (Hafez, 1996). Las células de Sertoli son
particularmente resistentes a las noxas que actiian sobre el testiculo (Pineda, 1989; Gil,
2002). Las células de la linea germinal, representan etapas sucesivas en un proceso
continuo de multiplicacién y diferenciacién tisular (Hafez, 1996).

4.3.2 Espermatogénesis

La espermatogénesis en el carnero tiene una duracién de entre 40 y 50 dias (Hafez,
1996; Schoenian, 2006) y se define como el proceso por el cual las espermatogonias se
desarrollan hasta espermatozoides, luego de sucesivas divisiones mitéticas (proliferacién)
y meioticas, la espermacitogénesis, y de cambios morfolégicos, la espermiogénesis
(University of Wyoming, 2004).

La espermacitogénesis es la fase por la cual las espermatogonias proliferan por
mitosis y se transforman en espermatogonias en diferenciacién, conocidas como: A, Ay,
A3, A4 (dependiendo de la especie), intermedias y B; estas Gltimas dan lugar a dos
espermatocitos primarios comenzando la etapa de meiosis y estos a los secundarios
finalizando esta etapa cuando estos Gltimos se dividen dando lugar a las espermétides
(haploides) (Hafez, 1996; University of Wyoming, 2004).

La espermiogénesis es el proceso por el cual las espermétides, se convierten en
espermatozoides. En esta fase la célula desarrolla un flagelo a través del centriolo, forma
el acrosoma a partir del complejo de Golgi, condensa la cromatina nuclear, disminuye su
volumen y pierde citoplasma (Hafez, 1996). Una pequefia cantidad de material
citoplasmético, la gota citoplasmética, se retiene en la regién del cuello o alrededor de la
pieza media. (University of Wyoming, 2004). Los pasos de la espermatogénesis, se
emplean para clasificar las diversas etapas del ciclo del epitelio seminifero, el cual se
define como una serie de cambios en una superficie dada del epitelio seminifero entre dos
etapas del desarrollo. Este ciclo se mide en tiempo y en el camero tiene una duracién de



10 dias. (Hafez, 1996). Cada estadio del ciclo ocurre en una secuencia ordenada a lo largo
del tibulo y la distancia entre dos estadios idénticos se llama onda. (Hafez, 1996;
University of Wyoming, 2004;). El proceso por el cual se liberan hacia el tabulo
seminifero las células germinales se denomina espermiacion (Hafez, 1996).

4.3.3 Maduracién y almacenamiento de los espermatozoides

Luego de la espermiaci6n, la célula espermética ain no es capaz de fecundar un
gameto femenino. La potencialidad fecundante la ird adquiriendo a través de varios
procesos que tendrén lugar su transito y almacenamiento, tanto en el tracto reproductivo
masculino (maduracién) como en el femenino (capacitacién) (Hafez y Hafez, 2005). Estos
procesos son una sucesion de eventos que ocurren a medida que progresan los gametos en
el epididimo y conducto deferente (Brooks, 1983).

Luego de la espermiacién, los gametos pasan a la rete-testis y posteriormente al
epididimo a través de los vasos eferentes. La presencia de los espermatozoides en el
epididimo es de aproximadamente 16 dias en el carnero, y este periodo tiene significancia
clinica ya que cualquier evento que afecte la espermatogénesis normal, se podra observar
en los gametos eyaculados luego de dos semanas, como minimo, determinando que el
espermiograma tenga el cardcter de estudio retrospectivo con respecto a la
espermatogénesis (Barth y Oko, 1985). Este proceso de maduracién de los
espermatozoides en el epididimo es mantenido por los andrégenos testiculares (Hafez y
‘Hafez, 2005).

Los mayores cambios en las células esperméticas ocurren en los conductos eferentes,
la cabeza y cuerpo del epididimo, que se consideran 4reas de maduracion espermética; a la
cola se le asigna la funcién de almacenamiento previo a la eyaculacion (Hafez, 1996). Los
cambios que se suceden progresivamente durante el trdnsito y almacenamiento en el
epididimo involucran cambios en varios organelos: potencialidad de desarrollar motilidad
progresiva, condensacion de la cromatina del nicleo, modificacién del acrosoma y
migracién de la gota citoplasmética de proximal a distal (Hafez, 1996).

La adquisicién de la motilidad involucra varios aspectos, entre ellos el incremento
del AMPc y modificaciones en el flujo i6nico, especialmente del ién calcio. Para su
expresion es necesaria la integridad funcional y estructural de méds de un aspecto de la
célula ademds de revertir procesos que se instauran en el epididimo para prolongar su
viabilidad durante el almacenamiento, como la disminucién del calcio (Hafez, 1996).

4.3.4 Control endécrino de Ia espermatogénesis
4.3.4.1 Eje hipotdlamo - Hipé6fisis — Gonadal

La GnRH secretada en forma pulsitil por el hipotilamo, llega a altas
concentraciones a la adenohip6fisis donde determina que las células gonadotropas liberen
LH y también FSH, las cuales regulan la produccién de gametos y hormonas testiculares
(Hafez, 1996).



4.3.4.2 Producciéon de hormonas en el testiculo

Existen dos tipos principales de células responsables de la produccién de
hormonas en el testiculo: la célula de Leydig y la de Sertoli. La primera, tiene como
principal funci6n producir testosterona y es controlada por la LH. Existe un sistema de
retroalimentacion negativa muy sensible entre la LH y la secrecién de testosterona (Hafez
y Hafez, 2005).

La testosterona llega al tibulo seminifero por difusién simple o facilitada y es
necesaria para una adecuada espermatogénesis. Esta hormona se concentre mayormente
en el tejido testicular pero también alcanza el torrente sanguineo, donde juega un rol
importante en la libido como en la actividad secretoria de las glandulas accesorias, asi
mismo interviene en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios (Hafez, 1996).

La célula de Sertoli es la célula blanco para la FSH y la testosterona. La FSH
induce a esta célula a producir la proteina ligadora de andrégeno (ABP), cuya funcién es
mantener altas concentraciones de andrégenos en los tibulos seminiferos. Esta célula
también produce inhibina que tiene efecto supresor sobre la secrecién de FSH (Pineda,
1989).

Otra hormona secretada por el testiculo es la prolactina, que en los camneros tendria
un papel en el periodo de recuperacién de las células de Leydig previo al inicio de la
temporada reproductiva, estimulando la respuesta de éstas a la LH (Hafez, 1996). A
- diferencia de la oveja, ¢l camero no presenta una estacionalidad reproductiva muy
"~ marcada, sin embargo la longitud del dia los afecta aumentando su actividad sexual asi
como ¢l tamafio testicular y la produccién espermética al aumentar la pulsatibilidad de

" testosterona por efecto de la melotonina (que aumenta su liberacién con la oscuridad)

sobre el eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal (McDonald, 1989).
4.4 MORFOLOGIA NORMAL DEL ESPERMATOZOIDE

Los espermatozoides maduros, son células alargadas que consisten de dos partes:
la cabeza y la cola, cubierto en su totalidad por una membrana plasmética o plasmalema.

4.4.1 Cabeza

En ella se encuentra el nicleo formado por cromatina compactada, haploide.
(Hafez, 1996). Le sigue el acrosoma, el cual se define como un lisosoma o vesicula de
doble pared que se sitia & modo de capucha en el extremo anterior de la cabeza, y que
contiene mas de 20 enzimas hidroliticas como por ejemplo: fosfolipasas, fosfatasa acida,
peptidasas (Yanagimachi, 1994), siendo las més abundantes la hialuronidasa y la
proacrosina (Hafez, 1996).

4.4.2 Flagelo

El flagelo puede ser dividido en cuatro regiones: cuello, media, principal y
terminal. En toda la extensi6n del flagelo esté el axonema formado por nueve pares de
microtibulos radialmente organizados alrededor de dos filamentos centrales. El
desplazamiento entre los microtiibulos se origina por los puentes de dineina, que originan

" las ondas de motilidad del flagelo (Hafez, 1996).
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En la pieza media, relacionadas periféricamente a cada par de microtibulos, se
hallan nueve fibras densas, todo recubierto por mitocondrias dispuestas helicoidalmente.
Este segmento termina en el anillo citoplasmético o de Hansen (ver figura 2), luego del
cual se extiende el segmento principal hasta casi la punta de la cola, el cual no tiene la
vaina de mitocondrias (Hafez, 1996). La pieza terminal es muy corta, y con ella finalizan
los microtibulos del axonema (Eddy y O’Brien, 1994).

PRINCIPAL
PIECE

FNOPIECE |
Figura 2. Célula espermética y sus regiones (Rouge, 2006)
4.5 MORFOLOG{A ANORMAL DEL ESPERMATOZOIDE

El semen de los animales domésticos, en general, sufre variaciones en su calidad a
lo largo de la vida, siendo algunos cambios de origen fisiol6gicos y otros patoldgicos, asi,
en el camero, el porcentaje de espermatozoides anormales aumenta durante la primavera y
disminuye cuando se acerca la estacion reproductiva (Hafez y Hafez, 2005) aunque esto
puede variar con la raza.

Los espermatozoides maduros son el producto final de complejos procesos de
desarrollo y no pueden experimentar posteriores divisiones o diferenciaciones (Hafez y
Hafez, 2005) aunque pueden ocurrir alteraciones a nivel de estas células como
consecuencia de la existencia de disfunciones testiculares. Por otra parte, otros pardmetros
del semen como concentracién y motilidad espermatica también pueden ser afectados por
este motivo (McGowan, et al. 1995). Los disturbios en el epididimo también pueden
llevar a un cambio en los pardmetros seminales, como ejemplo, las alteraciones en este
organo pueden manifestarse con una baja motilidad y un aumento en el porcentaje de
espermatozoides con diferentes anormalidades de la pieza media o de la cola (McGowan,
et al. 1995).

El semen de todas las especies domésticas contiene, normalmente, cierto
porcentaje de células esperméticas anormales. Un alto porcentaje de anormalidades
morfoldgicas en los espermatozoides esté correlacionado negativamente con la fertilidad
de los animales, asi, en el carnero, est4 correlacionado negativamente con la motilidad
espermética (Hafez y Hafez, 2005). Por otro lado, las diferentes anormalidades

11



espermiticas y el grado de degeneracion pueden ser un buen indicador de la severidad de
- la disfuncién reproductiva (Rhodes, 1980).

Segun Barth y Oko (1989) existen muchas nomenclaturas y clasificaciones para las
anormalidades esperméticas asi como opiniones diferentes de la significacién de las
mismas sobre la fertilidad. Estos autores las clasifican a las anormalidades esperméticas
de bovinos en:

- defectos de cabeza (ejemplos: defectos de acrosoma, cabezas piriformes,

vacuolas nucleares, cabezas sueltas).

- defectos de cola (ejemplos: dobladas, DAG, sacacorchos).

- defectos de la pieza principal (ejemplos: en espiral, con agujeros)

- defectos asociados con la cola (ejemplos: doble cola, gotas citoplasmaticas,

teratoides).

Por otra parte Hafez y Hafez (2005) clasifican a las anormalidades esperméticas de los
carmeros en:
- sincola
- cabezas anormales (ejemplos: ovaladas, ahusadas, microcefalia, sueltas).
- formaci6én anormal de la cola (ejemplos: anudadas, dobladas, en espiral)
- formaci6n anormal de la cola con inclusién citoplasmética proximal (ejemplos:
gotas citoplasméticas proximales en colas dobladas)
- formaciones anormales de la cola con inclusién distal (ejemplos: gotas
citoplasméticas distales en colas dobladas).

. En este experimento se opté por una clasificacién intermedia en acuerdo con el
Laboratorio de Semen de Teriogenologia de la Facultad de Veterinaria, que es la
siguiente:

- defectos de acrosoma (ejemplos: nudosos, rugosos, incompletos).

- defectos de cabeza (ejemplos: decapitados, piriformes, alargadas).

- defectos de pieza media (ejemplos: flexionadas, dobles, insercién abaxial,

similares a DAG).
- defectos de la cola (ejemplos: dobladas, cortas, en espiral, dobles).
- gotas citoplasméticas (ejemplos: proximales y distales).

4.5.1 Anormalidades del acrosoma

Los defectos a nivel del acrosoma se desarrollan durante la espermatogénesis en el
camnero pueden estar asociados con disturbios en la termorregulacion testicular, asf como
a la presencia de enfermedades sistémicas, toxemia, deficiencias nutricionales y excesivo
depésito de grasa en el escroto (Barth y Oko, 1986; McGowan, ef al. 1995). Las
anormalidades del capuchén espermético se han relacionado, cuando aparecen en un
porcentaje muy alto, con infertilidad (Salisbury er al, 1978). Se han observado
acrosomas nudosos en varias especies animales caracterizados por una saliencia en el
borde apical (ver Anexo A (1)) mientras que los acrosomas rugosos aparecen incompletos,
faltando un trozo en uno de los bordes. Ambas alteraciones son hereditarias (Salisbury et
al., 1978).
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4.5.2 Anormalidades de la cabeza

La morfologia anormal de la cabeza espermética puede estar reflejando un
disturbio a nivel del epitelio seminifero que altere consecuentemente la espermatogénesis
o disturbios en el control endécrino de la funcion testicular (McGowan, et al. 1995).

Dentro de este grupo se incluyen a las cabezas piriformes (ver Anexo A (2)),
amorfas, macro y microcefalia, ahusadas, decapitadas o cabezas sueltas anormales (Hafez
y Hafez, 2005). La decapitacion espermética ocurre en el epididimo o puede ser
consecuencia de degeneracion testicular (Salisbury et al., 1978; Baton, 2006) (ver Anexo
A (3)). Tanto la macro como la microcefalia indican una alteracién a nivel del niicleo
(Baton, 2006).

4.53 Anormalidades de la pieza media

Los defectos en la pieza media del espermatozoide, como la reflexién distal de las
mismas pueden tener su origen en bajos niveles de testosterona. Dentro de las
anormalidades de pieza media se encuentran los defectos similares a Dag, de origen
hereditario, en la cual se produce una disrupcién del axonema. Se produce a nivel de
cuerpo y cola del epididimo y su presencia est4 asociada a disminuci6n de la motilidad de
masa asi como a esterilidad cuando aparecen en un porcentaje muy alto (Barth y Oko,
1986, Baton, 2006) (ver Anexo A (4)).

Otros de los defectos de esta parte, es la ubicacién abaxial de la misma con
respecto a la cabeza o la presencia de piezas medias dobles (ver Anexo A (5)).
Generalmente es de baja incidencia y la fertilidad no se ve afectada (Baton, 2006). Los
teratoides, que son espermatozoides no desarrollados, pueden aparecer como
consecuencia de severos disturbios en la espermatogénesis, degeneracién de los tibulos
seminiferos o fibrosis (Barth y Oko, 1986) (ver Anexo A (6)).

4.5.4 Anormalidades espermsticas a nivel de cola

El flagelo es la parte mas compleja del espermatozoide ya que esta compuesta por
numerosas estructuras y componentes interdependientes por lo que un defecto en uno de
ellos, que pudiese ocurrir durante la espermatogénesis o la maduracién, llevaria a la
alteracién de otro (Barth y Oko, 1986). Anormalidades como las colas cortas, se asocian
con problemas a nivel del axonema y su incidencia aumenta con la edad (Baton, 2006)
(ver Anexo A (7)), otro de los defectos observados es el enrollamiento en la porcién distal
de la cola espermética y pueden estar asociada a una fertilidad reducida, en toros
(Salisbury et al, 1978; Baton, 2006) (ver Anexo A (8)). Las colas dobladas estan
presentes en las disfunciones del testiculo o el epididimo pero también puede aparecer
como consecuencia de shock osmético o presencia de un ambiente osmético anormal, por
ejemplo presencia de agua en la copa de coleccion o en la vagina artificial (Barth y Oko,
1986). Las colas dobladas pueden incluir una gota citoplasmatica o no (Baton, 2006)
(Anexo A (9)).
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4.5.5 Gotas espermdticas

La presencia de gotas citoplasméticas ya sea en colas normales o en espiral puede
estar indicando inmadurez de la funcién testicular, inhabilidad del espermatozoide para
abandonar el epitelio seminifero y alcanzar el epididimo para madurar correctamente o
una disfunci6n del propio epididimo (Barth y Oko, 1986).

Estas células no pueden ser congeladas ya que durante el proceso, la gota se
cristaliza y rompe la membrana celular (Baton, 2006) (ver Anexo A (10)).

4.6 COMPOSICION QUIMICA DEL SEMEN

El semen se define como la suspensién liquida o semigelatinosa que contiene los
espermatozoides y las secreciones iso-osmolares o plasma seminal de las gldndulas
accesorias del aparato reproductor masculino (Salisbury, 1978; Hafez, 1996).

Sus propiedades fisicas, incluidos el contenido de materia seca, densidad,
viscosidad, pH, presién osmética y conductividad eléctrica, dependen en diversos grados
de la concentracion relativa de espermatozoides (Salisbury et al 1978).

Aun no se han definido totalmente los roles de todas las sustancias que componen
el plasma seminal, aunque si estd demostrado que el espermatozoide absorbe gran
cantidad de estos elementos, como por ejemplo los iones calcio y zinc (Hafez, 1996).

4.6.1 Componentes inorgénicos del semen

Entre los constituyentes inorgénicos del plasma seminal en rumiantes, se encuentran
los minerales sodio (Na) (generalmente asociado con el cloro), potasio (K), calcio (Ca),
fésforo (P), azufre, y en menor medida, el zinc, cobre, magnesio, hierro y boro (Mann,
1974; Hafez, 1996). En los ovinos, el plasma seminal contiene: 143,6 (mg/100ml) de Na,
87,3 (mg/100ml) de K y 18,1 (mg/100ml) de Ca.

Las glandulas accesorias de los rumiantes concentran los iones K y Ca en sus
secreciones a niveles mas altos de los que se hallan en el plasma sanguineo; y los
espermatozoides concentran K a niveles mas altos de los que se hallan en el plasma seminal
que los rodea (Salisbury et al 1978).

La cantidad de Na es mas elevada en el plasma que en las células, mientras que el K
tiende a concentrarse en las células. El P se halla principalmente asociado con la sustancia
cromatinica del espermatozoide. Aunque el P y algunos otros minerales presentes en
menores cantidades, se hallan asociados con enzimas y otros componentes implicados en
los procesos vitales de los espermatozoides (Salisbury et al 1978).

4.6.2 Componentes orgénicos del semen

El semen de los rumiantes estd constituido por los elementos organicos que a
continuacion se detallardn:

- sustancia seca, formada principalmente por las células espermaéticas.

- hidratos de carbono (fructosa, inositol, sorbitol, manitol, eritritol, glicerol,
glicerilfosforilcolina y galactosa), que son sustancias reductoras.

- polisacéridos.
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- &cidos orgéanicos (ej: lactico)

\or
.\'{, A

- componentes nitrogenados como ser aminoéacidos (componentes de las células® 3.€ é\\ .
plasma), proteinas y amoniaco. Log, ¢ &
\ -
- compuestos fosforados.

- Vitaminas: en machos rumiantes, las vitaminas A, D, E, el 4cido ascorbico y del
complejo B (tiamina, riboflavina, 4cido pantoténico y niacina) se encuentran en el
semen eyaculado, ya sea integrando los espermatozoides o el plasma seminal (Cole
y Cupps, s/a; Abdel-Rahman, et al., 2002), y est4 demostrado que influyen sobre los
citados parametros seminales, como se discutird més adelante.

4.7 FACTORES QUE AFECTAN LA ESPERMATOGENESIS Y CALIDAD
SEMINAL

La espermatogénesis en carneros puede ser afectada por numerosos factores, como
por ejemplo la raza, edad, estacién del afio (fotoperfodo), alimentacién, temperatura,
frecuencia de eyaculacién, injurias del escroto y/o su contenido, entre otras causas
(Pineda, 1989; Fernandez Abella, 1995).

En nuestro pafs el factor nutricional adquiere importancia en cuanto al desempefio
productivo y reproductivo de nuestras majadas, ya que en la mayoria de éstas se
encuentran en sistemas pastoriles, que como se ha mencionado, presentan fuertes
. oscilaciones en la produccion de forraje, tanto en cantidad como calidad. Bajo estas
- condiciones, por ejemplo, la evolucién de la talla testicular acompafia los cambios en el

crecimiento de dichas pasturas (Fernandez Abella, 1995).
i El animal en pastoreo en la mayoria de los casos no consume los minerales

esenciales en cantidades suficientes, dependiendo de los requerimientos (Orcasberro, 1997).
Ademas de la energfa y proteina, un adecuado aporte de vitaminas y minerales es esencial
para el mantenimiento normal del metabolismo celular para un buen desempefio productivo
(expresado como ganancia de peso y produccion de lana), asi como el reproductivo,
manifestado en los indices de fertilidad de la majada (Egafia, 1995; Lee, ef al., 2002). En
caso que ocurran deficiencias de minerales esenciales se produciria sintomatologia y
efectos productivos muy variados en lo que a forma e intensidad de presentacion se
refieren.

Actualmente se conoce con bastante precision las funciones metabdlicas de los
micronutrientes esenciales en distintas condiciones productivas, tal es el caso de los
minerales a los cuales se los ha implicado en nuevas funciones ligadas a los sistemas
inmune y reproductor (Egafia, 1995).

4.8 MINERALES Y SU EFECTO SOBRE LA REPRODUCCION

Dentro de la gran cantidad de minerales que contiene el organismo solo 15 han
demostrado ser esenciales para el ganado ovino (NRC, 1985) considerandose esenciales a
aquellos que poseen actividad metabélica (McDonald ef al., 2002a). A estos minerales se
los puede dividir en macrominerales: calcio, fésforo, potasio, sodio, cloro, magnesno y
e y micromineralés ¢ elementos traza: hierro, yodo, cobre, cobalto, manganeso, zinc,
‘molibdeno y selenio (Ammerman y Goodrich, 1983, NRC, 1985). h

En el cuadro II se presentan los requerimientos de algunos minerales para ovinos.
" Estos pueden variar de acuerdo a la raza, edad y estado fisiolégico del animal. Cabe
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aclarar que existe una gran variabilidad en la absorcién de minerales en el tracto digestivo
de los animales lo que va a depender de la forma quimica en que se encuentra el elemento
en cuestién y/o las interacciones entre ellos u otros alimentos, afectando su disponibilidad
real, lo que hace dificil predecir eventuales deficiencias de estos nutrientes. Las
deficiencias subclinicas sélo pueden comprobarse mediante ensayos especificos de
suplementacién mineral (Orcasberro, 1997; Lee, et al., 2002).

Cuadro II. Requerimientos de minerales en la dieta de ovinos

MINERAL NECESIDADES
Calcio, % 0.20-0.82
Fé6sforo, % 0.16 - 0.38
Magnesio, % 0.12-0.18
Cobre, ppm 7-11
Manganeso, ppm 20-40
Zinc, ppm 20-33
Selenio, ppm 0.10 - 0.20
Yodo, ppm 0.10-0.80
Cloruro de sodio, % 0.06-0.18

Fuente: NRC, 1985

Los contenidos de minerales en los alimentos y su disponibilidad para el animal
son muy variables. Por ejemplo, el contenido de calcio es mayor en las leguminosas y
_ cruciferas respecto a las gramineas, y el sodio por lo general es muy bajo en cualquier
. especie vegetal, a excepcion de algunas gramineas. Los elementos minerales de los
forrajes se concentran sobre todo en las hojas y sus niveles disminuyen con el desarrollo
de la planta, sobre todo para el fosforo (Guéguen y Lamand, 1981).

4.8.1 Macrominerales y reproduccién

En este caso se hard referencia a aquellos macrominerales contenidos en el
suplemento utilizado en este experimento y que podrian tener un efecto directo o indirecto
sobre la reproduccion: calcio, fésforo, sodio, cloro, y magnesio.

4.8.1.1 Sodioy cloro

El cloro participa, junto al sodio y al potasio, en el mantenimiento del equilibrio
dcido-base, y en la regulacion osmética (McDonald, 2002a) y controla el metabolismo del
agua en los tejidos. Un inadecuado aporte de cloruro de sodio resulta en: inapetencia,
retardo en el crecimiento e ineficiencia en la utilizacién del forraje (NRC, 1985). El sodio
puede llegar a causar problemas en la fertilidad de los animales (Underwood y Suttle,
1999).

Si bien es escasa la informacién relativa a los efectos del cloro sobre la
reproduccién en rumiantes, en carneros la concentracion seminal de cloro tiene una
correlacién positiva con la motilidad espermética y negativa con la concentracion
espermética (Abdel-Rahman et al., 2000).
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4.8.1.2 Calcio

Es el mineral més abundante en el organismo animal, encontrandose mas del 99%
de su contenido en los huesos, siendo esencial para el funcionamiento de distintos
sistemas enziméticos, como los necesarios para la transmision de impulsos nerviosos y los
responsables de las propiedades contractiles de los misculos, asi como los que intervienen
en la coagulacién de la sangre (McDonald, 2002a). El calcio dietario es absorbido de
acuerdo a las necesidades del animal a nivel de la primera mitad del intestino por
mecanismos de difusién y otro de transporte activo con la intervencion de la vitamina D y
la paratohormona (Guéguen y Lamand, 1981; NRC, 1985).

La concentracién de calcio en el plasma seminal de carneros Merino se ha
asociado negativamente a la motilidad espermética (Kaludin y Dimitrova, 1986; Abdel-
Rahman et al., 2000), indicando que si la misma es muy elevada puede tener efectos
adversos sobre dicha caracteristica. Por otra parte, se ha reportado que la concentracién de
calcio en el plasma seminal tiene una correlaciéon positiva con la concentracion
espermaética y el porcentaje de células vivas (Kaludin y Dimitrova, 1986; Abdel-Rahman
et al., 2000).

4.8.1.3 Fésforo

Se encuentra en fosfoproteinas, dcidos nucleicos, fosfolipidos, e integrando los di-
"y tri-fosfatos de adenosina, siendo vital en el metabolismo energético animal (McDonald,
2002a), y junto con el calcio, es un constituyente de los huesos del organismo (Guéguen y
. Lamand, 1981). Interviene en la mayoria de las reacciones bioquimicas, en particular en la
transferencia de energia y por lo tanto en la utilizacién de lipidos y glicidos ademds de ser
un componente esencial de los 4acidos nucleicos (Guéguen y Lamand, 1981). La
utilizacién de este elemento, lo mismo que el calcio, es influenciada por la vitamina D, y
en los rumiantes se absorbe sobre todo en los dos ultimos tercios del intestino delgado
(McDonald, 2002a).

El fésforo es el mineral mas frecuentemente asociado a infertilidad en rumiantes,
considerdndose que dietas deficientes en proteina y energia también presentan
deficiencias de este elemento (Schingoethe et al., 1993). Esto es particularmente
importante si se considera que después del sodio, la deficiencia de fésforo es la mas
comun entre rumiantes en pastoreo (Kincaid, 1993). En camneros, el contenido de fésforo
en el plasma seminal se encuentra positivamente correlacionado con la motilidad
espermética (Abdel-Rahman et al., 2000) y podria estar explicado por el hecho de que
este mineral es imprescindible para la transferencia y utilizacién de energia en los
procesos reproductivos (Forero, 2004).

4.8.1.4 Magnesio

El magnesio es el activador de enzimas mas comiin del organismo animal,
particularmente de aquellas vinculadas al metabolismo de carbohidratos y lipidos
(McDonald, 2002a). Aproximadamente el 60-70% del total del magnesio corporal estd
presente en el esqueleto, también forma parte de muchos sistemas enzimaéticos y participa
_ en el funcionamiento del sistema nervioso (Underwood, 1983, citado por NRC, 1985). Su
concentracion en el plasma seminal de carneros esti positivamente correlacionado con la
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concentracion y motilidad espermatica (Kaludin y Dimitrova, 1986), pero no esta
correlacionado con el porcentaje de espermatozoides muertos (Abdel-Rahman et al.,
2000) pero se desconoce su rol especifico.

4.8.2 Microminerales y reproduccién

Los microminerales contenidos en el suplemento aportado a los carneros son: zinc,
selenio, manganeso, cobre, cobalto e yodo. Sus necesidades, por lo general, se expresan
como partes por millén (ppm) en materia seca (Ted6 y Casas, 2004). Los microminerales
se encuentran en pequefias cantidades en los tejidos vivos, y su déficit generalmente
provoca el bloqueo o la disminucién de la eficacia de distintas vias metabélicas, que
“pueden manifestarse en una disminucién de la produccion, el crecimiento y la fecundidad
(Guéguen y Lamand, 1981).

4.8.2.1 Yodo

Es necesario para la sintesis de las hormonas tiroideas y en la regulacion del
metabolismo energético (Miller, et al., 1993b). En rumiantes adultos, la deficiencia de
este elemento causa una alteracion de las ﬁmciones fisiolégicas: reduccién en el

muertos. Ademas, reduce la fertilidad en machos (NRC, 1985, Underwood y Suttle,
"1999). Una deficiencia de este micronutriente se ha asociado a una baja fertilidad y a una
disminucién de la calidad seminal en bovinos (Schingoethe ef al., 1993, Underwood y
Suttle, 1999).

4.82.2 Hierro

Forma parte de la hemoglobina y participa de muchas reacciones bioquimicas
importantes, especialmente las relacionadas con las enzimas de la cadena de transporte de
electrones y del ciclo del 4cido tricarboxilico, y su deficiencia en los animales es
caracterizada por: crecimiento reducido, letargia, anemia, disminucién de la resistencia a
infecciones, y en algunos casos aumento de la mortalidad (McDonald, 2002a). Los efectos
de una defi %ie‘m'ﬁ‘dé'h‘éﬁé" ‘sobre la funcién reproductlva, tanto en hembras como en
machos, serian de tipo indirecto, a través de la alteracién del metabolismo energético del
_animal (Underwood y Suttle, 1999). Sin embargo, es improbable que existan deficiencias
“en rumiantes adultos, salvo en animales con alta carga parasitaria (Miller et al., 1993b)

48.23 Cobre

El cobre forma parte de distintas enzimas como la ceruloplasmina, que interviene
en la liberacioén de hierro de las células al plasma, la citocromooxidasa, que interviene en
la fosforilacién oxidativa, y la superoxidodismutasa, que forma parte del sistema
antioxidante de las células (McDonald e al., 20023) En corderos, su carencia causa la
“ataxia enzoética”, desérdenes en los huesos, anemia, y en ovejas, infertilidad (NRC,
1985). T
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En machos rumiantes, una deficiencia de cobre produce alteraciones en la libido y
reduce la espermatogénesis (Ted6 y Casas, 2004). Cuando se administra cobre a toros

mantenidos con una dieta deficiente en este mineral, ocurre una mejora de la calidad
seminal, a través de un aumento en la motilidad espermética y una disminucién del
porcentaje de espermatozoides muertos (Schingoethe et al., 1993).

El cobre presenta una interaccién negativa con el molibdeno y el azufre,
especialmente cuando éstos se encuentran en alta concentracién en la dieta, ya que se
forman complejos insolubles que reducen la utilizacién del primero (McDonald et al.,
2002a).

4.8.2.4 Cobalto

Es necesario para la sintesis de vitamina B,, o cianocobalamina en el rumen, de
especial importancia en la nutricién de rumiantes por su participacion en el metabolismo
del 4cido propidnico para formar glucosa (McDonald, 2002a). Los signos clinicos de una
deficiencia en rumiantes son: disminucién del apetito, severa emaciacion, anemia,
disminucién de la actividad estral, y detrimento de la produccién de leche y lana. En
general, la accion de este elemento sobre |a reproduccion en rumiantes es indirecta, ya que
es consecuencia de la debilidad provocada por la deficiencia de la vitamina By, y sus
consiguientes efectos sobre el metabolismo energético del animal (Underwood y Suttle,
1999).

4.8.2.5 Manganeso

El corazon, cartilagos, tejidos gonadales, y lana tienen cantidades apreciables de
manganeso. El principal sitio donde se encuentra el manganeso es en las mitocondrias.
Entre los tejidos reproductivos, se ha encontrado una alta concentracion en el cuerpo liiteo
de vacas al dia 11 del ciclo lo que sugiere una relacion entre la disponibilidad de
manganeso Y la fertilidad (Hidiroglou y Knipfel, 1984, Miller, et al., 1993a; Underwood y
Suttle, 1999).

El manganeso actﬁwgcofaqgor de muchas enzimas, algunas vinculadas con la
sintesis de colesterol, por lo que su demclﬁ'_p@'ﬁa Timitar la sintesis d¢ hormonas
sexuales, de las que el colesterol ‘es precursor, y posnblemente “de otros esterondes_
sexualés, con la consecuente infertilidad "(DonseY“T973"c1tado por Underwood y Suttle,
'1999). De alli que el manganeso sea nécesario para la normal fertilidad en los rumiantes,
aunque en condiciones de pastoreo es rara su deficiencia (McDonald, 2002a).

La deficiencia de este elemento resulta en una disminucién del crecimiento,
anormalidades del esqueleto, y ataxia en los recién nacidos y depresién o disturbios en la
funcion reproductiva como celos silentes, estros irregulares, infertilidad, nacimiento de_

hijos deformes en VW cabras; en machos cabrios dlsmmtyc la

wﬂmonhdad y el nimero de espermatozoides en el eyaculado, y retrasa_
el desarrollo testicular NRC; 1985, Schingoethe et al., 1993; McDonald et al., 2002a). En

un experimento donde se evalué el efecto del nivel de manganeso en la dieta de cameros
Merino, no se reportaron efectos sobre el peso corporal o la produccion de lana, pero el
tamafio de los testiculos fue més alto en los carneros que consumieron dietas con
contenido medio de manganeso, respecto a niveles muy bajos 0 muy altos. Se concluyé
que carneros mantenidos sobre pasturas y consumiendo suplementos con granos podrian
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no tener niveles adecuados de manganeso para una Optima performance reproductiva y
desarrollo esquelético (Masters, ef al., 1988).

48.2.6 Zinc

El zinc, al formar parte de enzimas como la anhidrasa carbdnica, la lactato
deshidrogenasa, la alcohol deshidrogenasa, la fosfatasa alcalina y la timidina quinasa, o
como activador de otros sistemas enziméticos, interviene en la replicacién y
diferenciacién celular y en la produccién, conservacion y secrecion de hormonas
(McDonald et al., 2002a), y es esencial para la sintesis y estabilidad del acido
desoxirribonucleico (ADN) (Davenson, 1969, citado por Oliveira, 2002).

El zinc se encuentra en el semen generalmente en altas concentraciones, que varian
entre animales y entre especies, y son especialmente elevadas en la cola del
espermatozoide, probablemente debido a que el zinc est4 involucrado en la motilidad del
mismo (Hidiroglou y Knipfel, 1984). El mecanismo por el que el zinc participa del control
de la motilidad espermética esta vinculado con su rol como cofactor (junto con el cobre)
de la enzima super6xido dismutasa, la cual tiene una alta capacidad anti-oxidante y cuya
actividad es decisiva para mantener el estado funcional del esperma (Maxwell y Stojanov,
1996; Sikka, 2001 citado por Oliveira, 2002).

La carencia de zinc en machos de distintas especies retarda el desarrollo testicular,
lo que ocasiona una marcada atrofia del epitelio de los tibulos seminiferos y una
reduccién del ADN, 4cido ribonucleico (ARN) y proteinas, asi como una reduccién en el
contenido de zinc en testiculo, epididimo, y la préstata (Hidiroglou y Knipfel, 1984). Por
otra parte, su deficiencia disminuye la liberacion de gonadotrofinas desde la pitutitaria y
la produccién de andrégenos (Hidiroglou y Knipfel, 1984). El zinc también participa en el
normal funcionamiento de las glandulas accesorias (Smidt y Ellen, 1972).

Especificamente en los ovinos, una deficiencia de zinc se caracteriza por:
disminucién del apetito y reduccién de la tasa de crecimiento, ademés de otros signos
como paraqueratosis y menor produccion de lana (Underwood y Suttle, 1999). En
camneros, el zinc estd directamente involucrado en el desarrollo anatémico y
funcionamiento normal de los 6rganos reproductivos. La deficiencia de este elemento
conduce a una reduccién del desarrollo testicular en machos jévenes o atrofia testicular
con alteracion de la espermatogénesis, una reduccién de la secrecién de testosterona por
las células de Leydig, y causa una reduccién de la libido en los animales adultos
(Underwood y Somers, 1969; Hidiroglou y Knipfel, 1984; NRC, 1985; Schingoethe et al.,
1993; Martin et al., 1994). Este mineral es importante para la espermatogénesis, ya que
estd involucrado directamente en la maduracién espermética y en la preservacion del
epitelio germinativo en carneros (Underwood y Somers, 1969). Es preciso sefialar que los
efectos de una deficiencia de zinc sobre la espermatogénesis puede ser confundida con
una reduccion en el consumo de materia seca, ya que se observan efectos similares
(Neathery, et al., 1973).

4.8.2.7 Selenio
El selenio es un constituyente de la enzima Glutatién Peroxidasa (GSH-Px) y junto

a otros compuestos como la vitamina E, forma parte del sistema anti-oxidante del
organismo animal (Miller et al, 1995; Stewart, 1996). El selenio es un elemento
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fundamental tanto para el crecimiento como para la reproducciéon de los rumiantes. Por
ejemplo, su carencia produce distrofia muscular en corderos (Miller et al., 1993a), asi como
un aumento de la mortalidad embrionaria en ovejas durante las 3-4 semanas tras la
concepcion (Underwood y Suttle, 1999).

Se ha reportado que el plasma seminal contiene elevadas cantidades de la enzima
GSH-Px, cuya funcion es proteger a la membrana lipidica en las células reproductivas del
macho de daflos oxidativos (Mann y Lutwak-Mann 1981). Brown y Burk (1973, citados
por Wu, 1979) detectaron una alta captacion de selenio por el testiculo y el epididimo, asi
como una alta concentracion de selenio en la cola del espermatozoide. Esta elevada
concentracion de selenio estaria asociada a la presencia de un selenopéptido en la cola del
espermatozoide, que es un componente estructural de ésta, y que ante una deficiencia de
selenio disminuye su contenido, causando una fractura en la mitad de la cola del
espermatozoide (L6pez Alonso et al., 1997). Esto explicaria por qué una dieta deficiente
en selenio esta asociada con un mayor porcentaje de colas dobladas y en tirabuzén en el
semen de rumiantes (Smith ef al., 1978). Del mismo modo, en cerdos alimentados con
dietas fortificadas en selenio, el porcentaje de espermatozoides normales fue tres veces
mayor en comparaciéon y la motilidad espermética mayor respecto a los animales no
suplementados (Mahan ef al.2003).

Hay evidencia que los animales generalmente presentan mayores necesidades de
selenio durante la etapa reproductiva, puesto que como consecuencia del aumento del
metabolismo reproductivo durante la misma (alto nimero de mitosis), se originan gran
cantidad de radicales libres que deberan ser destruidos por la glutation peroxidasa (Lopez
Alonso, et al., 1997). Por ejemplo, en un experimento realizado con carneros Merino, la .
suplementacion con selenio y vitamina E mejor6 la calidad de semen en los animales
tratados respecto a los carneros sin suplementar (Gokcen ef al., 1990). Asimismo, se ha
reportado que el tratamiento con vitamina E y selenio antes de la encarnerada reduce los
problemas de fertilidad en la majada ovina (Loste et al., 2001 citado por Tedo y Casas,
2004).

4.9 VITAMINAS Y SU EFECTO SOBRE LA REPRODUCCION

Son compuestos orgénicos indispensables al desarrollo, mantenimiento y
reproduccion de la vida animal (De Alba, 1971). Se las divide en dos grandes grupos, las
liposolubles: A, D, E y K y las hidrosolubles: complejo B y C (McDonald, 2002b). Las
vitaminas B y K mayoritariamente son sintetizadas por los microorganismos del rumen,
mientras que las vitaminas A, D y E deben ser aportadas por la dieta (Huber, 1993).

4.9.1 Vitaminas liposolubles: efectos sobre la reproduccién
4.9.1.1 Vitamina A

La vitamina A o retinol tiene importantes funciones en el desarrollo normal de la
vision, el crecimiento y diferenciacién de numerosos tipos de células (Huber, 1993). En
casos de moderada deficiencia de vitamina A, los tejidos mas dafiados son el respiratorio,
urogenital, las glandulas salivales y ojos, asociado a una disminucién de la resistencia a
infecciones (Huber, 1993). El sintoma mas importante de la hipovitaminosis A es el
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reemplazo del epitelio normal por un epitelio escamoso queratinizado (Rode, et al., 1995).
La carencia de esta vitamina puede ocurrir en campos con pasturas secas (Huber, 1993).

En el macho, la deficiencia de vitamina A tiene efectos sobre tres importantes tipos
de células testiculares: céiulas de Sertoli, células de Leydig y células germinales, actuando
en el pasaje de las sefiales, el metabolismo y modificando numerosos factores secretados
por las mismas, siendo necesaria para la proliferacion y diferenciacion de espermatogonias
A (Livera et al., 2002). La deficiencia de vitamina A ocasiona una disminucién de la
secrecién de testosterona (Livera, et al., 2002), lo que disminuye la habilidad sexual, causa
injuria testicular con degeneracién de los tibulos seminiferos y por consiguiente, reduccion
de la espermatogénesis. Asimismo, hay un aumento de la proporcién de espermatozoides
anormales, disminucion de la motilidad espermadtica, reduccién la secrecion de las
glandulas sexuales accesorias, y puede disminuir la capacidad de fertilizacién del
espermatozoide, al afectar la acrosina y los activadores plasmindgenos, que juegan un rol
esencial en la induccién de la reacciéon de el acrosoma, con su unién con el oocito y su
penetracion en la zona pelGcida (Zervos, ef al., 2005, Livera et al., 2002; Cole y Cupps,
s/a).

En un experimento realizado con toros alimentados con una dieta deficiente en
vitamina A por un periodo prolongado, se reportd una disminucién del peso testicular y de
la calidad seminal, asi como una reduccion de la produccién y reservas de espermatozoides
en el epididimo, y una disminucién de la libido; sin embargo, la ganancia diaria de peso no
fue afectada por el tratamiento impuesto (Rode, et al., 1995). En otro experimento realizado
con carneros, a los cuales se le asign6 distintos niveles de vitamina A en la dieta (0,
100.000 y 200.000 Ul) durante cinco meses, se¢ observd que el porcentaje de
espermatozoides anormales fue més alto en el grupo que no recibi6 vitamina A, con mayor
presencia de anormalidades de cabeza (grandes, chicas, en alfiler, piriformes) y en la pieza
media y cola, asi como espermatozoides no desarrollados o teratoides (Abdulkareem et al.,
2005).

49.1.2 Vitamina E

Esta aceptado que la principal funcién metabdlica de la vitamina E es servir como
antioxidante, previniendo la degradacion peroxidativa de los lipidos en las células animales
e impedir la acumulacién de radicales libres, que podrian tener un efecto adverso sobre la
acci6n de ciertas enzimas y dafiar las membranas celulares (Huber, 1993), por ejemplo la de
los espermatozoides de bovinos (O Flaherty et al., 1997). La vitamina E est4 estrechamente
vinculada a la reproduccién en algunas especies animales como la rata, el ratén y el
hémster, aunque no en el verraco ni en los rumiantes (Mc Entee, 1990; Huber, 1993; Marin-
Guzman et al., 2003), entre ellos el carnero (Upetri et al., 1997).

Sin embargo, en un ensayo reciente se reporté que la concentracion de vitamina E
estuvo positivamente correlacionada con la motilidad de masa y negativamente
correlacionada con el porcentaje de espermatozoides con algln tipo de anormalidad en
bufalos (Abdal-Malak, 2004). En otro ensayo, la suplementacién con vitamina E
increment6 el volumen de eyaculado en carneros, y mejor6 la fertilidad en ovejas cuando se
utiliz6 dicho semen, respecto al de carneros sin suplementar (Tenlibaeva, 1991).
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4.9.2 _Vitaminas hidrosolubles y su efecto sobre la reproduccién

La mayoria de las vitaminas de este grupo son componentes de coenzimas y la
conexion entre los sintomas de deficiencia observados y el fallo de la ruta metab6lica no
es siempre clara. Por lo general los rumiantes sintetizan en el rumen a través de los
microorganismos estas vitaminas; aunque pueden producirse deficiencias de tiamina y
cianocobalamina (De Alba, 1971; McDonald, 2002b).

49.2.1 Tiamina o vitamina B1

La tiamina es una vitamina perteneciente al llamado grupo de vitaminas del
complejo B. Es una coenzima que interviene en las reacciones enzimdticas clave del
metabolismo energético animal como la formacién de la acetilcoenzima A, la
descarboxilacion oxidativa de la alfa-cetoglutarato, y también en la sintesis de
aminoécidos bacterianos (McDonald, 2002b). Su deficiencia ocasiona pérdida del apetito,
debilidad muscular y progresiva disfunciéon nerviosa (McDonald, 2002b).

De acuerdo con Salisbury (1978), la concentracién plasmética de dicha vitamina
tiene una correlacion positiva con la motilidad espermética en machos de distintas
especies de rumiantes, siendo ademas necesaria para el desarrollo de tracto genital del
macho joven, y para la secrecién de fructosa y 4cido citrico por las glandulas accesorias
(Smidt ez al., 1972).

4.9.2.2 Riboflavina o vitamina B2

Forma parte de la flavoprotefnas, que intervienen en reacciones quimicas
relacionadas con el transporte de hidrogeno durante la fosforilacion oxidativa y en el ciclo
del 4cido citrico; también es coenzima para la enzima acetil coenzima A deshidrogenasa
ademds forma parte de la catalasa que es una enzima antioxidante presente en el semen
(Lopéz Alonso, et al, 1997; McDonald, 2002b). Se han observado deficiencias de esta
vitamina en ganado vacuno y ovino joven, y los sintomas incluyen pérdida del apetito,
diarrea y lesiones en la comisura de la boca (McDonald, 2002b). Del mismo modo que para
la tiamina, la concentracién plasmética de riboflavina en machos rumiantes se ha
correlacionado positivamente con la motilidad espermética (Salisbury, 1978), y su
deficiencia puede llevar a inhibir la secrecién de andrégenos, provocando degeneracion
testicular e interrumpiendo la espermatogénesis (Audet, et al. 2004).

4.10 EL CAMPO NATURAL: CONTENIDO DE MINERALES Y VITAMINAS

El consumo de minerales por animales en pastoreo no suplementados depende del
consumo total de forraje, del contenido mineral del agua de bebida, y de la ingestion y
composicion del suelo; por su parte, el contenido en el forraje dependera de la composicion
boténica de la vegetacion, su estado de madurez, 1a época del aiflo, el clima y la selectividad
animal, entre otros factores (Orcasberro, 1997). La posibilidad de que un animal presente
sintomas clinicos o que su performance se vea afectada por una subnutricién mineral
dependerd de sus requerimientos, del consumo y absorcién de minerales en el tracto
gastrointestinal, asi como de la fraccion que efectivamente puede ser aprovechada por el
animal, también llamada “bio-disponibilidad” (Egafia, 1995; Orcasberro, 1997).
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Hay que sefialar que el coeficiente de absorcion de los minerales en el tracto
digestivo de los rumiantes puede variar segin el alimento, en algunos casos de forma muy
importante, siendo generalmente menores cuando provienen de forrajes respecto a las
fuentes inorgénicas. Por ejemplo, los coeficientes de absorcién promedio de calcio, fésforo
y magnesio proveniente de forrajes son 30, 64 y 16%, respectivamente, mientras que el
proveniente de concentrados es 60, 95 y 50% (NRC, 2001).

La identificacion de las deficiencias minerales mas comunes y difundidas es muy
probleméitica, ya que deficiencias marginales son frecuentemente exacerbadas por las
interacciones entre micronutrientes, o bien son confundidas con variaciones en el nivel de
aporte de proteina y/o energia (Underwood y Suttle, 1999).

4.10.1 Zonas de aptitud pastoril en Uruguay

Las zonas de aptitud para el pastoreo en Uruguay se dividen de acuerdo a lo
expuesto en el Anexo B. Las explotaciones adonde se realiza la cria ovina en nuestro pais,
se encuentran en todas las zonas de aptitud pastoril, principalmente en las zonas
consideradas regulares, poco aptas y aptas con limitaciones, esto es, basicamente, basalto
superficial (Ver Anexo C). Aun asi, en las zonas Muy Aptas y Aptas se encuentran cerca de
tres millares de explotaciones. En las zonas consideradas poco aptas se encuentran las
majadas més grandes (DIEA, 2003).

4.10.2 Contenido de minerales y vitaminas en pasturas naturales

La produccién ovina en nuestro pais se realiza fundamentalmente sobre pasturas
naturales, de la cual todavia existe escasa informacién tanto en términos de produccién de
materia seca como de calidad de la misma, principalmente respecto a contenido y variacién
de nutrientes, asi como de su disponibilidad para el animal (Piaggio y Uriarte, 2005).

El contenido de minerales en las pasturas naturales depende de numerosos factores,
como por ejemplo, el contenido y disponibilidad de los mismos en el suelo, el tipo de
pastura, el estado fenolégico, la época del afio, y las condiciones de pastoreo (Sienra,
1987). Por ejemplo, Fernéndez et al. (1983) encontré que las concentraciones més bajas de
fosforo, calcio, cobre, zinc, y manganeso en pasturas naturales de Uruguay se detectaron en
los meses estivales, mientras que los valores mas bajos de magnesio se detectaron en
invierno.

En nuestro pais se han determinado contenidos de fésforo, zinc, cobre, magnesio,
manganeso y cobalto en pasturas naturales sobre suelos de Basalto, Cristalino, Areniscas, y
Creticico, encontrandose cantidades insuficientes para cubrir los requerimientos de bovinos
(Cuenca et al., 1981; Guerrero, 1983; Fernindez et al., 1983; Berretta et al., 1990, citado
por Orcasberro, 1997; Pigurina et al., 1998; Piaggio y Uriarte, 2005).

En algunas circunstancias se han encontrado niveles de fésforo, calcio, zinc y cobre
en sangre y/o tejidos de vacunos por debajo de los considerados criticos (Cuenca et al.,
1981; Orcasberro, 1997), y en un experimento realizado en pasturas naturales sobre
Areniscas, la suplementacién con fésforo tuvo efectos positivos sobre el porcentaje de
prefiez de vacas Hereford de primera cria, aunque no en vacas adultas (Arroyo y Mauer,
1982). Sin embargo, es escasa la informacion generada en nuestro pais respecto a posibles
deficiencias minerales en ovinos y especificamente en cameros.
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Del mismo modo que los minerales, el contenido de vitaminas en las pasturas
depende de numerosos factores, como la estacién del aflo, la especie forrajera y el estado
de crecimiento de las pasturas (estado fenoldgico), entre otros (Sapsford, 1951). En
general, los microorganismos del rumen son capaces de sintetizar las vitaminas del
complejo B y la vitamina K, mientras que los rumiantes en pastoreo normalmente no
presentan deficiencias de vitamina D, ya que es sintetizada a partir de la luz solar), y son
capaces de sintetizar vitamina C por si mismos (Huber, 1993). Con respecto a la vitamina
A y E, su contenido en las pasturas normalmente es suficiente para satisfacer los
requerimientos de rumiantes en pastoreo, aunque si el estado fenol6gico es muy avanzado
y/o la proporcién de restos secos o contenido de pared celular es muy elevada, es posible
que exista una deficiencia de estas vitaminas (Huber, 1993).

Por otro lado, los carneros aumentan sus requerimientos en micronutrientes
durante la época de servicios y su deficiencia puede llevar a una reduccién en la calidad
seminal (Marai et al, 2003), lo cual coincide con el periodo otofio-invierno, época en la
que se reportaron la ocurrencia de las concentraciones mas bajas de estos elementos

(Pigurina et al., 1998).
5. OBJETIVOS

Considerando la posible carencia de algunos minerales y vitaminas con
importancia sobre la reproduccion de carneros en los suelos y pasturas de Uruguay, y la
ausencia de antecedentes acerca del efecto del aporte de minerales y vitaminas sobre las
caracteristicas seminales de carneros, se plante6 como objetivo de este experimento
evaluar el efecto de la suplementaciéon con minerales (P, Ca, Mg, Cu, Mn, Zn, Se, I, Co,
Na, Cl) y vitaminas (A, B;, B, D y E) sobre el peso, condicion corporal, circunferencia
escrotal, tono testicular, motilidad espermatica individual y de masa, concentracién
espermética, porcentaje de espermatozoides muertos, de anormalidades totales y
especificas en carneros Merino Australiano pastoreando sobre campo natural entre mayo y
julio. Como hipétesis de este ensayo se plante6 que la suplementacién con dicho mezcla
vitaminico-mineral tiene efectos positivos sobre distintos aspectos de la calidad seminal
de carneros.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 ANIMALES Y TRATAMIENTOS

El ensayo se realiz6 en el establecimiento “El Palmar”, propiedad de la firma
Guionet Diana y Suc. José J. Guggeri, en el departamento de Paysandi, Uruguay entre el
21 de mayo y el 11 julio del 2006. Los suelos predominantes de dicho predio pertenecen a
la unidad “Algorta”, desarrollados sobre areniscas (base geolégica), segin la carta de suelos
1:100.000 (Duréan, 1991).

Para el mismo se utilizaron un total 35 cameros de la raza Merino Australiano con
una edad entre 2 y 6 dientes que fueron seleccionados a partir de un lote de 45 animales
inmediatamente después de habérseles realizado un examen clinico- reproductivo y haber
sido declarados como aptos de acuerdo a las metodologias descriptas por Robles (2004) y
Elhordoy, (2004). El peso corporal promedio presentado al inicio del experimento por todos
los animales fue de 43,244,2 kg y la condici6én corporal promedio de 2,52+0,50 (escala de 1
a 5). La primera evaluacion de los carneros se realiz6 el dia -1 previo a la suplementacién.
Luego de esta los animales fueron asignados aleatoriamente a dos grupos: control y
suplementado (con 100 g de un compuesto mineral y vitaminico).

TRATAMIENTO CONTROL (n=20): sin suplementacion.

" TRATAMIENTO SUPLEMENTADO (n=15): suplementacién diaria a cada carnero con
_ 100 g de un compuesto a base de sales minerales y vitaminas.

La duracion del periodo experimental fue de 51 dias.)El suplemento vitaminico -
mineral utilizado fue elaborado por la barraca Deambrosi, y constituido por una mezcla del
producto comercial OVINO TOTAL® al que se le adicionaron vitaminas. La composicién
quimica del suplemento utilizado se presenta en el cuadro III.

Entre las 6:00 AM y las 5:00 PM, todos los carneros pastorearon en un mismo
potrero de aproximadamente 60 his, sobre pasturas naturales, junto a bovinos y equinos. En
el potrero existia un bebedero y aguadas naturales. A partir de las 5:00 PM, los carneros de
los tratamientos control y suplementado eran conducidos a dos corrales separados con
acceso a agua y sombra. En el corral donde se encontraban los carneros suplementados, se
ofreci6 el suplemento vitaminico - mineral en comederos individuales confeccionados con
recipientes de plastico. El suplemento fue previamente pesado y colocado en bolsas
plasticas individuales conteniendo:100 g cada unay Cada carnero_recibié esa cantidad"
_diariamente durante 51 dias.) Luego que comiari el suplemento se los ‘soltaba,”’
permaneciendo en el corral. Cada mafiana se limpiaban los comederos tirando el posible
remanente de suplemento que hubiese quedado del dia anterior. Al dia 51 del experimento
se recolectd el rechazo de suplemento de cada comedero en bolsas de nylon individuales y
se pesd, determindndose por diferencia con la cantidad ofrecida, el consumo estimado de
suplemento de cada carnero del tratamiento Suplementado. Durante la noche y hasta las
6:00 AM, los carneros de los dos tratamientos permanecieron en sus respectivos corrales.
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Cuadro III. Composiciéon del suplemento comercial utilizado (Ovino Total ®, Barraca
Deambrosi)

COMPONENTE CONTENIDO'
Cloruro de sodio 58,2
Fésforo 2,25
Calcio 11,3
Magnesio 0,275
Cobre 0,0975
Zinc 1,6
Manganeso 0,036
Cobalto 0,0042
Yodo 0,0047
Selenio 0,0004
Melaza 5,00
Vitamina A 7500
Vitamina D 1000
Vitamina E 75
Vitamina Bl 0,0045
Vitamina B2 0,008

‘expresado como gramos cada 100 g de producto (base fresca) en el caso de minerales y
melaza o como U.L. cada 100 g de producto (base fresca) en el caso de vitaminas

6.2 DETERMINACIONES DE CAMPO Y ANALISIS SEMINAL

Se realiz6 la determinacion de las distintas variables que a continuacién se detallan
en cuatro ocasiones, la primera previo al inicio del experimento con el fin de establecer los
valores de partida (dia — 1), y las restantes durante el periodo experimental, con un
intervalo de 17 dias entre cada una de ellas (dia +17, dia +34 y dia +51).

En los dias correspondientes a las mediciones se mantuvieron a los carneros en sus
respectivos corrales durante toda la mafiana, momento en el cual eran realizadas las
mismas.

6.2.1 En los animales
6.2.1.1 Examen clinico reproductivo

Previo a cada extraccién de semen, se realiz6 un examen clinico - reproductivo de cada
camero, segun las metodologias descriptas por Elhordoy (2004) y Robles (2004).
El examen se divide en una serie de pasos que deben seguirse metédicamente y son
(Elhordoy, 2004):
. Resefla e identificacion
Anamnesis (fundamental para establecer el diagn6stico).
Examen clinico general
Examen objetivo particular de aparato reproductor
Espermiograma
Examenes complementarios

R N
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7. Informe final declarando al carnero como (Robles, 2004):
- Apto: es un animal que ha superado las pruebas y es clinicamente sano, presentando una
buena calidad seminal
- No apto: son aquellos animales que presentan alguna patologia, o defectos hereditarios.
- Diferido: son aquellos animales que pasaron la mayoria de los pasos pero presentan
alguna alteracion de la que pueden recuperarse, por ejemplo, una mala condicién corporal

6.2.1.2 Condicién corporal

Se determiné la condicion corporal (CC) cada 17 dias, una vez previo al inicio del
experimento: dia — 1 y luego a los dias + 17, +34 y +51 utilizando una escala de 1 a 5 de
Russell ez al (1969) donde 1 equivale a muy flaco y S muy gordo. La condicién corporal fue
determinada por una misma persona durante todo el experimento.

6.2.1.3 Peso corporal

Se determind el peso corporal de los animales cada 17 dias, una vez previo al inicio
del experimento: dia — 1 y luego a los dias + 17, +34 y +51 utilizando una balanza Mondial
con una precision de 0,5 Kg.

6.2.1.4 Circunferencia éécrotal

Se determind la circunferencia escrotal, en centimetros, con una cinta métrica. Para
ello se procede de acuerdo a la metodologia descripta por McGowan et al (1995): primero se
descienden ambos testiculos dentro de la bolsa escrotal colocandose los dedos en la zona
craneo lateral del cuello del escroto sosteniéndolos firmemente en esta posicién, y
posteriormente se procede a colocar la cinta a la altura del didmetro mayor debiendo estar
ajustada a la piel. La tension debe ser tal que los testiculos permanezcan juntos repitiéndose
la operaci6n para confirmar la medida obtenida (McGowan et al, 1995).

6.2.1.5 Tono testicular

Se determiné el tono testicular utilizando una escala de 1 a 5 donde 1 es muy duro y
5 muy blando siendo tonos normales aquellos con valores de 2 y 3 (Galloway, 1982) por una
misma persona durante todo el experimento si.

6.2.2 En el semen

Para la extracci6n se utilizé un elecro-eyaculador (FHK Company, Fujihika Industry
Co., Ltd.), de acuerdo a la metodologia descripta por Barker (1958), aplicandose estimulos
eléctricos de entre 6 y 12 V cada 6 a 8 segundos, hasta obtener la respuesta. Luego de
obtenido el semen se observaron los pardmetros motilidad de masa e individual como a
continuacion se detallard. Posteriormente, se procedié a acondicionar cada muestra para su
analisis morfol6gico y de concentracién en el laboratorio, que consistié en diluir 0,25 pl de
semen utilizando una pipeta Eppendorf, en 4,75 ml de formol salino bufferado previamente
mantenido en bafio Marfa a 37 °C para evitar shock térmico de los espermatozoides, en
tubos estériles. La dilucién obtenida fue de 1:200.
Todas las variables determinadas por una misma persona durante el periodo experimental.
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6.2.2.1 Motilidad de masa y motilidad individual

Inmediatamente de extraida la muestra de semen de cada carnero, se determiné, la
motilidad de masa colocando una gota de semen fresco sobre un portaobjetos seco y
entibiado observandola al microscopio a un aumento de 100X (escala de 0 a 5, Elhordoy y
De Mello (1998)). Para la motilidad individual, se colocé una gota de semen diluida con
suero fisiolégico a 37 °C sobre un portaobjetos seco y entibiado cubriéndose el preparado
con un cubreobjetos y se evalu6 al microscopio el porcentaje de espermatozoides con
movimiento rectilineo uniforme (200X). En el experimento de consideraron porcentajes de
motilidad individual de 70 u 80 ya que fueron estos dos Gnicos valores durante el mismo.

6.2.2.2 Concentracién espermatica

En las muestras acondicionadas de dicha forma, se determiné la concentracién
espermética por medio de la camara de Neubauer (200X). El hemocitémetro o cimara de
Neubauer es un portaobjetos que cuenta con cémaras numeradas con precision (Hafez y
Hafez, 2005). Cada cdmara esté dividida en 25 cuadrados grandes los cuales se subdividen
en 16 cuadraditos. Se coloca un cubreobjetos sobre los reticulos y se carga la cAmara
tocando con un extremo de la pipeta ambos bordes del cubreobjetos en el lugar donde se
contacta con los reticulos (una a cada lado). Se cuentan las cabezas de los espermatozoides
que se encuentran en 5 cuadrados mayores leidos en diagonal. En el experimento se utilizé
una dilucién de semen en formol salino bufferado de 1:200 y se obtiene la concentracién
por mm’ al multiplicar el nimero total de espermatozoides contados en los 5 cuadrados
mayores por 10000 (Rouge, 2002).

6.2.2.3 Porcentaje de espermatozoides vivos y muertos

La determinacién del porcentaje de espermatozoides vivos y muertos se realizd
mediante la técnica de tincion supravital con eosina y nigrosina descripta por Lasley (1942)
(citado por Salisbury, 1978) y Campbell et al. (1956), visualizindose a los espermatozoides
muertos de color rosado (Rouge, 2006). Se determiné el porcentaje de espermatozoides
muertos en un total de 200 células observadas al microscopio con objetivo de inmersién
(1000X).

6.2.2.4 Porcentaje de espermatozoides anormales

El porcentaje de espermatozoides con algun tipo de anormalidad fue determinado
en un total de 200 células esperméticas observadas con objetivo de inmersién (1000X)
detalléndolas en:

- anormalidades de acrosoma

- anormalidades de cabeza

- anormalidades de pieza media

- anormalidades de la cola

- presencia de gotas citoplasméticas proximales y distales.
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El microscopio que se utilizé para la observacion de las distintas variables es de la marca
NIKON OPTIPHOT.

6.3. ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el programa estadistico SAS
(Statistical Analysis System, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA; versién 9.1.3).

La unidad experimental fue cada carnero y la asignacién de los mismos fue
completamente al azar, quedando 20 carneros en el tratamiento control y 15 en el
tratamiento suplementado. Las variables peso, condicién corporal, concentracién
espermatica, porcentaje de espermatozoides muertos y con anormalidades fueron
analizados usando un modelo lineal general (procedimiento GLM) que incluyé los
siguientes efectos: tratamiento, fecha de medicion y la interaccion tratamiento x fecha de
medicion, y en el caso de la variable condicién corporal y circunferencia escrotal, el valor
medido previo al inicio del experimento se utilizd como covariable. Las variables
expresadas como porcentaje (porcentaje de espermatozoides muertos y con anormalidades)
y concentraciébn espermética fueron previamente transformadas para obtener una
distribucién normal de los residuales.

Los resultados se presentan como medias de minimos cuadrados + error estandar de
la media. En el caso de las variables transformadas los resultados que se presentan son las
medias de minimos cuadrados originales. Las medias se compararon usando el test de
minima diferencia significativa, y la significancia fue declarada con una probabilidad <
0,05, y la tendencia con una probabilidad < 0,10.

Las variables motilidad de masa, motilidad individual y tono testicular tienen una
distribucién binomial y fueron analizadas con el test exacto de Fisher (procedimiento
FREQ) para cada fecha de medicién por separado.

Se determinaron correlaciones de Pearson a través de los tratamientos entre las
variables concentracién de espermatozoides, porcentaje de espermatozoides muertos o
anormales, y circunferencia escrotal, utilizando el procedimiento CORR.
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7. RESULTADOS
7.1. VARIABLES MEDIDAS EN EL ANIMAL AL DfA -1

En la medicién que se realiz6 al dia — 1, los 35 carneros utilizados en el experimento
presentaron una condicién corporal, peso vivo y circunferencia escrotal promedios muy
similares, lo mismo que la proporcién de carneros con un tono testicular igual a 3 (cuadro

V)

Cuadro IV. Condicién corporal (CC), peso corporal, circunferencia escrotal (CE) y tono
testicular (TT) en el periodo pre experimental (dia — 1) en carneros Merino Australiano

VARIABLES CONTROL SUPLEMENTADO EEM®

CC(1a5) 2,53 2,52 0,05
PESO (Kg.) 40,6 42,6 1,0
CE (cm.) 24,9 24,7 0,5
TT=3! 11720 715

'se presenta como la proporcién de carneros que presentaron TT igual a 3.
2EEM equivale al error estandar de la muestra.

7.2. VARIABLES MEDIDAS EN EL SEMEN AL DfA -1

. En la cuadro V se presentan los valores promedios y error estdndar de la media
(EEM) de inicio correspondientes a las diferentes variables seminales analizadas durante el
ensayo no observandose variaciones importantes entre ambos grupos.

Cuadro V. Medias de minimos cuadrados y error estindar de la media (EEM) para las
variables seminales en el periodo pre experimental (dia — 1) en carneros Merino
Australiano

VARIABLES CONTROL SUPLEMENTADO EEM
[spz])' x mm’ 1.927.250 2.158.000 225.564
% muertos’ 11,3 10,6 0,6
% Cabezas’ 0,4 0,3 0,1
% PM* 1,0 0,7 0,2
% Colas’ 2,0 2,9 0,7
% Acrosomas® 0,5 0,4 0,1
% Gotas’ 4,5 3,6 1,2
%AT® 10,1 11,6 1,6
MOT MASA’=5 1/20 3/15 -
MOT INDIVIDUAL!°=80% 1720 3/15 -
! Concentracién espermética por mm’ ’ % de gotas citoplésmaticas
2 o, de espermatozoides muertos 894 de anormalidades esperméticas totales
3 9, de cabezas espermiticas anormales % Proporcién de carneros con motilidad de masa=5
4 9 de piezas medias anormales 1° proporcién de careneros con motilidad
3 % de colas esperméticas anormales individual = 80

6 9% de acrosomas anormales
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* 7.3. CONSUMO DEL SUPLEMENTO MINERAL Y VITAMINICO

El consumo de suplemento al dia 51 del periodo experimental fue de 70 + 9 g por
carnero y por dia.

7.4. VARIABLES MEDIDAS EN EL ANIMAL DURANTE EL EXPERIMENTO

En el cuadro VI se muestran los valores promedio y el error estindar de la media
para las variables condicién corporal, peso y circunferencia escrotal, registrados para
ambos tratamientos durante el experimento.

Cuadro VI. Medias de minimos cuadrados y prueba de F para las variables: condicién
corporal (CC), peso corporal y circunferencia escrotal (CE) medidas en cameros Merino
Australiano durante el experimento

VARIABLE CONTROL SUPLEMENTADO EEM' TRAT: FECHA® TRAT X FECHA'®

CC(1a¥) 2,71 2,80 0,03 ns’ 0,004 ns
PESO (Kg) 44,0 43,9 0,7 ns  <0,001 ns
CE (cms.) 27,6 27,1 0,35 ns 0,003 <0,001
" error estindar de la media ¥ interaccién tratamiento-fecha
? efecto tratamiento 5 efecto no significativo (p>0,05)
3 efecto fecha

No hubo efecto de la suplementacién sobre ninguna de estas variables (p>0,05). Por
otra parte, se detecté un efecto significativo de la fecha de medicién para estas variables,
asi como una interaccién significativa entre tratamiento y fecha de mediciéon para la
variable circunferencia escrotal. Si bien no hubo diferencias entre tratamientos al dia -1 del
experimento, los carneros suplementados tuvieron mayor circunferencia escrotal al dia 17,
pero luego fue menor al dia 34 y 51, respecto a los carneros del tratamiento control (figura
3). Independientemente de los tratamientos, el peso de los carneros se incrementé entre el
dia 17 y 34 del experimento, para descender al final del mismo (figura 4).
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Figura 3 . Evolucion de la circunferencia escrotal desde el dia -1 (periodo pre
experimental) al dia +51 (periodo experimental) de los carneros Merino pertenecientes a los
tratamientos control y suplementado (los asteriscos sobre las barras indican diferencias
significativas entre tratamientos para cada fecha, p<0,05).

41 -

40

39 -

38

-1

17 34 51
Dias del experimento

Figura 4. Evolucion del peso corporal desde el dia -1 (periodo pre experimental) al dia +51
(periodo experimental) de los carneros Merino pertenecientes a los tratamientos control y

suplementado.
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7.5. VARIABLES MEDIDAS EN EL SEMEN DURANTE EL EXPERIMENTO

En el cuadro VII se presentan los valores correpondientes a las variables seminales
durante el experimento que incluyen: error estandar de la medio (EEM), efectos tratamiento
(TRAT), fecha del muestreo (FECHA) e interaccién tratamiento por fecha (TRAT x
FECHA). Se registré un efecto significativo de la suplementacién sobre las variables:
concentracion espermética, porcentaje de espermatozoides con anormalidades a nivel de
acrosoma, pieza media (p<0,001 para las tres primeras variables) y anormalidades totales
(p<0,05) (cuadro VII, figuras S y 6). En el caso de la variable porcentaje de
espermatozoides muertos se registrd una tendencia hacia un efecto de la suplementacién
(p=0,057) y un efecto significativo de la fecha de medicién (p<0,001); respecto a esto
ultimo, los porcentajes de espermatozoides muertos disminuyeron en ambos tratamientos
(desde 11,7% a 9,2%) para mantenerse luego constantes.

Para todas las variables mencionadas, los carneros suplementados presentaron
menores porcentajes de estas anormalidades respecto a los carneros del tratamiento control,
a pesar de haber partido de valores similares al dia -1. Por ejemplo, la variable
concentracion espermética promedio durante el experimento fue 65% superior en los
animales del tratamiento suplementado respecto al control, los que mantuvieron niveles
similares a los medidos en el periodo preexperimental (figura 5). Por otra parte, se registré
una interaccién entre los efectos suplementacién y fecha de medicién para la variable

. porcentaje de anormalidades en la cabeza (p< 0,05) (cuadro VII).

CuadroVIl. Medias de minimos cuadrados y prueba de F para las variables seminales en
.. carneros Merino Australiano durante el experimento

VARIABLE CONTROL SUPLEMENTADO MEDICION TRAT FECHA TRAT x FECHA

[spz] X mm’ 2383000 3943370 178085 <0,001 ns’ ns
% muertos’ 9,96 8,60 0,45 0,057 <0,001 ns
% cabezas’ 0,75 0,53 0,08 ns ns 0.031
% PM* 0,84 0,24 0,08 <0,001 ns ns
% colas’ 1,86 1,47 0,31 ns ns ns
% acrosomas® 0,45 0,19 0,05 <0,001 ns ns
% gotas’ 4,96 3,59 0,72 ns ns ns
%A’I" 10,14 6,99 1,06 0,034 ns ns
! Concentracién espermética por mm’ 4 % de colas espermiticas anormales
2 9% de espermatozoides muertos , ® % de acrosomas anormales
? % de cabezas espermdticas anormales 4 /o de gotas citoplasmaticas
4 % de plems mdlas anormales % de anoﬂnalldades esperm“lcﬂs totalm
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Figura 5. Concentracién espermatica en carneros de los tratamientos Control y
Suplementado al dia -1 y durante el experimento (dias + 17, +34 y +51).
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anormalidades del acrosoma espermatico (panel medio) y porcentaje de anormalidades de la
pieza media espermatica (panel inferior) durante el periodo pre experimental (dia -1) y
durante el periodo experimental (dias + 17, +34 y +51) para los tratamientos Control y
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7.6. VARIABLES DISCRETAS MEDIDAS DURANTE EL EXPERIMENTO

En el cuadro VIII se presentan las proporciones obtenidas para las variables
discretas medidas durante el experimento: tono testicular, motilidad de masa y motilidad
individual. La motilidad individual no es una variable discreta pero se consideré de esa

forma por haberse obtenido dos Gnicos valores durante el experimento (70 u 80 %).

No se registraron efectos significativos del tratamiento sobre el tono testicular
aunque si hubo efecto sobre las otras dos variables, presentando el tratamiento
suplementado una mayor proporcion de carneros con motilidad indidual de 80% y con
motilidad de masa de 5 durante todas las mediciones del experimento (p<0,05 para ambas

variables).

Cuadro VIII . Test exacto de Fisher para las variables discretas tono testicualr, motilidad

de masa y motilidad individual segiin tratamiento y fecha de medicion.

TRATAMIENTOS y MUESTREOS

VARIABLES +17 +34 +51
Tono testicular'
CONTROL 10/20 820 12/20
SUPLEMENTADO 9/15 10/15 10/15
p>F ns* ns ns
Motilidad de masa’®
CONTROL 6/20 9/20 8/20
SUPLEMENTADO 11/15 12/15 14/15
p>F 0,0176 0,0461 0,015
Mot individual’
CONTROL 6/20 9/20 8/20
SUPLEMENTADO 11/15 12/15 14/15
p>F 0,0176 0,0461 0,015

! Proporcién de camneros con tono testicular 3

2 Proporci6n de cameros con motilidad de masa = 5 (escala de 1 a 5)

3 Proporcion de cameros con motilidad espermética individual = 80 % (Movimiento rectilineo uniforme)

“Efecto del tratamiento no significativo

Partiendo de valores muy similares, la motilidad individual y de masa (figura 7)
presentaron un aumento en el tratamiento suplementado mientras que en el tratamiento
control mantuvo niveles muy similares al periodo pre experimental y disminuyendo hacia el

final del mismo.
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Figura 7: Proporcion de carneros con una motilidad de masa en el semen de 5 (escala de 1
a 5) segun tratamiento.

7.7. CORRELACIONES DE PEARSON ENTRE VARIABLES

Considerando todos los carneros, independientemente de los tratamientos, se detecté
una correlacion negativa y significativa entre la concentraciéon de espermatozoides y el
porcentaje de anormalidades esperméticas totales, en especial con las anormalidades de
acrosoma y pieza media. También se encontr6 una correlacién positiva y significativa entre
tipos especificos de anormalidades, como por ejemplo, entre anormalidades en la cola y la
presencia de gotas citoplasmaticas, o entre defectos en el acrosoma y en la pieza media. Por
otro lado se registr6 una correlacion significativamente negativa entre la concentracion
espermética y la circunferencia escrotal y una correlacion positiva entre el peso corporal y
la circunferencia escrotal (cuadro IX; p<0,05 para todas las correlaciones mencionadas).
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Cuadro IX. Correlaciones de Pearson entre variables de semen y variables medidas en los
- carneros a través de los tratamientos durante el experimento (el valor en la tabla indica el
coeficiente de correlacion, y los asteriscos indican la p>F).

VARIABLES [SPZ]' A.T. ACROS PM’ COLA GOTAS PESO CE
[spz]’ -0,40024*  -0,40511* - 0,45661**
AT. 0,52232%+ 0,45628*** (,81778*** -0,17072*
Acrosoma 0,50585* 0,39391*
PM?
Cola 0,40964*
Gotas
Peso 0,23550*
CE
* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001 * Porcentaje de anormalidades espermdticas totales
! Concentracion de espermatozoides por mi 3 Porcentaje de piezas medias anormales

39



8. DISCUSION

Los resultados de este experimento demostraron que la suplementaciéon de
carneros Merino Australiano pastoreando campo natural sobre Areniscas entre los meses
de mayo y julio en Uruguay con minerales y vitaminas tuvo efectos positivos sobre la
calidad del semen sin modificar la circunferencia escrotal, el tono testicular, el peso o la
condicién corporal de los animales.

Las variables condicion y peso corporal no fueron afectadas por los tratamientos,
aunque registraron una variacién significativa segin fecha de extraccién. Estos cambios
podrian haberse debido a variaciones en el consumo de forraje (que no fue medido)
durante el periodo experimental, ya que el potrero donde los carneros pastorearon era muy
grande y es posible que hubiera una amplia variacion en la oferta de pastura en distintas
partes del mismo (asociado a la variabilidad de suelos, Durdn, 1991). Tampoco se puede
descartar que parte de dicha variacién haya sido debida a cambios en las condiciones
climéticas (que no fueron registradas). Por otra parte, no se pudo encontrar una respuesta
clara a las variaciones en la circunferencia escrotal de los carneros en los tratamientos.

La falta de efecto de la suplementacién con minerales y vitaminas sobre la
circunferencia escrotal en este experimento coincide con los resultados de Meséros et al.
(1999), quienes no observaron diferencias en esta variable al administrar zinc
parenteralmente a carneros (aunque si observaron efectos positivos sobre la calidad
seminal de dichos animales), y discrepa con lo reportado por Masters et al. (1988),
quienes observaron un aumento en el tamafio testicular de carneros Merino debido a la
suplementacién con manganeso en la dieta. Las variaciones entre experimentos podrian
estar asociadas a las cantidades utilizadas de suplemento, la forma de suplementacion, y
sobre todo, el o los minerales y/o vitaminas evaluado en cada uno de ellos.

Se observd que en el tratamiento suplementado hubo un aumento de la
concentracion espermaética, lo que coincide con lo reportado por Elhordoy et al., (2006),
quienes suplementaron cameros Corriedale con el mismo suplemento utilizado en este
experimento durante 45 dias. La mayor concentracién espermética en el tratamiento
suplementado respecto al control podria explicarse por el aporte de macrominerales como
calcio y magnesio, ya que tanto Abdel-Rahman et al. (2000) como Kaludin y Dimitrova
(1986) observaron una correlacidn positiva entre el nivel de estos minerales en el semen y
la concentracién espermética de carneros en pastoreo.

La mayor concentracién espermdtica de los carneros suplementados en este
experimento también podria haber sido causada por microminerales como zinc y cobre,
cuya carencia se ha asociado a una disminucién de la concentracién espermética en
rumiantes (Cigankova et al., 1997 citado por Mesaros et al., 1999; Ted6 y Casas, 2004), o
la vitamina A, ya que segin.Jubb y Kennedy (1970, citados por Hafez y Hafez, 2005), su
carencia provocarfa degeneracién testicular y consecuentemente la presencia de un
eyaculado menos concentrado. Por otra parte, Sapsford (1951) sefialé que carneros
consumiendo una dieta deficiente en vitamina A, presentaron una baja concentracién
espermética. Hay que sefialar que es posible que las pasturas secas o de baja calidad
pueden ser deficientes en vitamina A (Huber, 1993), y que ello podria ocurrir en el campo
natural en Uruguay durante el invierno, cuando la calidad del campo natural es baja
(Pigurina et al., 1998).

En el experimento, se observé un aumento de la concentracién en el tratamiento
suplementado al dia 17, lo cual es muy pronto considerando la duracién de la
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espermatogénesis (aproximadamente 49 dias), y el transito y maduracion en el epididimo,
* que dura 16 dias en el carnero (Hafez y Hafez, 2005), no encontrandose una respuesta a
este resultado.

La mayor motilidad espermdtica individual y de masa en el tratamiento
suplementado podria ser debida al efecto de minerales como el magnesio, cloro, y el
fosforo, cuya concentracién en el plasma seminal de cameros estd correlacionada
positivamente con dicha variable (Kaludin y Dimitrova, 1986; Abdel-Rahman et al.,
2000). El fosforo podria intervenir a través de su papel en el metabolismo energético de la
célula espermdtica (Forero, 2004). Asimismo, Kendall ef al.,, (2000) reportaron que la
suplementacion con zinc, cobalto y selenio tuvo un efecto positivo sobre estas variables.
En particular, la carencia de zinc ha sido asociada a una disminucién de la motilidad
espermatica en rumiantes (Griveau y Le Lannou, 1997, citado por Oliveira, ef al., 2002),
mientras que el selenio tendria un efecto positivo sobre la motilidad espermética, ya que
forma parte de la enzima glutation peroxidasa, cuya presencia en el semen mejora dicha
variable (Maxwell y Stojanov, 1996). Otro mineral que podria estar involucrado en estos
resultados es el cobre, ya que segiin Schingoethe et al. (1993), toros suplementados con
este mineral presentaron un aumento en la motilidad espermatica, asi como una
disminucién en el porcentaje de espermatozoides muertos. El manganeso también podria
estar influenciando ya que forma parte de la superéxido dismutasa mitocondrial adonde se
desarrolla el metabolismo energético de la célula espermética (Marin Guzmaén, ef al.,
2000) y por lo tanto disminuiria el efecto negativo de las especies de oxigeno reactivas
sobre este organelo citoplasmético y consecuentemente sobre la motilidad del
espermatozoide.

Cabe destacar que de acuerdo a varios autores nacionales (Cuenca, et al., 1981;
Sosa y Guerrero, 1983; Fernandez, et al., 1983; Pigurina, et al., 1998; Piaggio y Uriarte,
2005), la mayoria de los suelos del pais son deficientes en fésforo y zinc, y posiblemente
en cobre y magnesio, todos minerales que han demostrado tener efectos positivos sobre
las variables de calidad seminal hasta ahora mencionadas en rumiantes.

Las vitaminas hidrosolubles como la B1 (tiamina) y la B2 (riboflavina) podrian
haber influido sobre la motilidad espermética, ya que presentan una correlacién positiva
con dicha variable en rumiantes (Salisbury, 1978). La vitamina A también podria estar
implicada ya que su deficiencia, segiin Jubb y Kennedy (1970, citados por Hafez y Hafez,
2005) causa una disminucién de la motilidad espermética.

Segin Elhordoy et al. (2006), la suplementacion de carneros Corriedale con el
mismo suplemento utilizado en este experimento durante 45 dias causé una disminucién
en el porcentaje de anormalidades espermaticas totales asi como en el porcentaje de
espermatozoides muertos. Sin embargo, los autores no pudieron atribuirlo a ningan
mineral o vitamina especifico.

El mayor porcentaje de espermatozoides vivos en el tratamiento suplementado
respecto al control observado en este experimento coincide con los resultados del
experimento realizado por Kendall er al. (2000), quienes al suplementar un grupo de
carneros jovenes con bolos de zinc, cobalto y selenio reportaron un mayor porcentaje de
espermatozoides vivos al compararlos con un tratamiento testigo. Considerando que una
de las causas de muerte de los espermatozoides son las reacciones de oxidacién que
provocan daflos a las membranas lipidicas de estas células (Kessopoulov et al. 1992,
citado por Maxwell y Stojanov 1996), y que elementos como el zinc (Maxwell y
Stojanov, 1996), el selenio (L6pez Alonso, et al., 1997), y también el cobre (McDonald et
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al, 2002a) forman parte de antioxidantes presentes en el semen (como la glutation

* peroxidasa en el caso del selenio y de la superéxido dismutasa en el caso del cobre y el
zinc), la presencia de los mismos en el suplemento utilizado podria explicar parcialmente
los resultados obtenidos.

Otro elemento que podria explicar el menor porcentaje de espermatozoides
muertos en los cameros suplementados es el calcio, cuya concentracion en el plasma
seminal de cameros tiene una correlacion positiva con el porcentaje de espermatozoides
vivos (Abdel-Rahman e al, 2000). De todos modos, hay que sefialar que en general los
suelos del Uruguay y posiblemente las pasturas naturales no son deficientes en calcio, al
menos para satisfacer los requerimientos de bovinos y ovinos (Orcasberro, 1997), aunque
podrian ser deficientes para lograr un éptimo desempefio en algunos casos particulares.

La disminucién en el porcentaje de espermatozoides anormales en el tratamiento
suplementado detectada en este experimento podrfa ser atribuible al efecto del selenio
presente en el suplemento, ya que es un componente estructural de la célula espermética y
su deficiencia est4 asociada a un aumento en las anormalidades espermaticas en rumiantes,
principalmente de cola y pieza media (Smith et al., 1978; Lépez Alonso, et al., 1997).
Asimismo, Abdel-Malak (2004) indicé la existencia de una correlaciéon negativa entre la
concentracion de vitamina E en el plasma seminal de carneros y el porcentaje de
anormalidades a nivel de acrosoma, mientras que Gokcen ef al. (1990) observaron una
mejora en la calidad de semen de carneros Merino suplementados con selenio y vitamina E,
respecto a animales no suplementados. Estos resultados sugeririan que la vitamina E, sola o
en conjunto con el selenio, también podria estar implicada en la reduccion en el porcentaje
de anormalidades (particularmente en el acrosoma y pieza media) observado en este
experimento. Por otra parte el aumento observado en el porcentaje de espermatozoides
anormales hacia el final del periodo experimental podria ser explicado por el fin de la
estacion reproductiva para la raza Merino Australiano, utilizada en este experimento y que
va de noviembre a agosto (Aguilar, 2007), aunque el tratamiento suplementado mantuvo
porcentajes significativamente mds bajos lo que podria atribuirse al efecto del suplemento
mineral y vitaminico.

Abdulkareem et al.,(2005), en un experimento realizado con carneros mantenidos
sobre pasturas secas a los cuales los dividié en un grupo control y dos suplementados con
diferentes niveles de vitamina A, report que los animales pertenecientes al primero de los
grupos citados presentaron un mayor porcentaje de espermatozoides anormales,
principalmente a nivel de cabeza, pieza media y cola respecto a los suplementados, lo que
en parte coincide con los resultados obtenidos en este experimento en lo que a
anormalidades esperméticas totales y a nivel de pieza media se refiere. Asimismo, Jubb y
Kennedy (1970, citados por Hafez y Hafez, 2005) reportaron que una deficiencia de
vitamina A causa un aumento del porcentaje de espermatozoides anormales en rumiantes.

En el experimento no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de
gotas citoplasméticas entre ambos grupos contrario a lo reportado por Marin-Guzmaén et
al. (2000) en cerdos, donde la suplementaciéon con dietas fortificadas con selenio y
vitamina E redujo los valores de esta variable.

En distintas especies animales, entre ellos los carneros, se ha reportado que la
suplementacién con selenio, zinc y vitamina A mejora la espermatogénesis, la maduracién
del espermatozoide y la preservacion del epitelio seminifero (Kendall, et al,, 2000;
Underwood y Suttle, 1999; Rode et al, 1995). Esto no solo explicaria la mayor
concentraciébn espermética en los carneros suplementados, sino también el menor
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porcentaje de espermatozoides muertos o con anormalidades observados en el tratamiento

- suplementado, aiin cuando no se registraron cambios en la circunferencia escrotal, ya que
no se estaria aumentando la cantidad de tejido seminifero sino que se mejorarian los
procesos de espermatogénesis, maduracién del espermatozoide, y de preservacién del
epitelio seminifero. Asimismo, explicaria por qué los efectos positivos de la
suplementaci6n sobre la calidad seminal de los carneros suplementados (en términos de
disminucion de diversas anormalidades espermaticas) se observaron tan pronto como al
dia 17 luego de iniciada la misma, ya que habria un efecto directo sobre la maduracién de
los espermatozoides almacenados en el epididimo.

La correlacion negativa encontrada entre la concentracion espermédtica y el
porcentaje de anormalidades totales coincide con lo reportado por Karagiannidis et al.
(2000) y podria estar explicando parcialmente el menor porcentaje de anormalidades
espermiticas totales encontradas en el grupo suplementado. Dentro de las anormalidades,
las que se correlacionaron significativamente con la concentracién fueron las observadas a
nivel de acrosoma y pieza media (de forma positiva), mientras que no se registraron
correlaciones con las demas anormalidades espermaticas. Por otra parte se registraron
correlaciones positivas y significativas entre el porcentaje de anormalidades espermaticas
totales y los porcentajes de anormalidades espermiticas a nivel de acrosoma, cola y
presencia de gotas citoplasmaticas. También se observé una correlacion negativa entre el
porcentaje de anormalidades esperméticas totales y la circunferencia escrotal, y una
correlacion positiva entre el peso corporal y la circunferencia escrotal, coincidiendo con lo
reportado por Fernandez Abella et al. (1992), quienes en carneros adultos encontraron una
correlacién positiva entre peso y volumen testicular. Para las demds correlaciones
encontradas en este experimento no se encontraron referencias bibliograficas.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este experimento permiten concluir que la
suplementacién de carneros Merino Australiano pastoreando campo natural sobre suelos
de Areniscas en Paysandi entre los meses de mayo y julio con un compuesto en base a
minerales y vitaminas, tuvo efectos positivos sobre la concentracién, motilidad
espermética (de masa e individual) y el porcentaje de anormalidades totales, en particular
a nivel de acrosoma y pieza media, sin cambios en el peso, condicién corporal o
circunferencia escrotal. Si bien se conoce que muchos de los minerales y vitaminas
incluidos en el suplemento tienen efectos positivos sobre distintos aspectos de la calidad
seminal de carneros, el disefio del experimento no permitié determinar cual o cuales de
estos minerales y/o vitaminas fueron responsables de los resultados obtenidos. Por lo
tanto, seria beneficioso realizar otros experimentos que permitiera evaluar el efecto
especifico de determinados minerales y vitaminas, asi como utilizar otras pasturas sobre
otros tipos de suelos, en otras razas ovinas, y ademads, realizar el seguimiento de los
carneros por un perfodo mayor.
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ANEXO A

Cuadro: Anormalidades espermaticas

Anormalidad espermatica

Foto

Acrosoma nudoso

M

Cabeza piriforme

2)

Cabeza suelta
3)

Similar a Dag

C))

Pieza media doble

)

Teratoide

6

Cola corta
)

Cola enrollada

®

Cola doblada
&)

Gota citoplasmatica proximal

(10)

"Fotos Elgarte y Guggeri (2006)
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ANEXOB

Cuadro: Zonas de aptitud pastoril en Uruguay

Zonas de aptitud pastoril Caracteristicas de las pasturas

Mas de 2.5 ton/ha de materia seca (MS) apta

MUY APTA para consumo animal

Volumen similar a la anterior pero con
APTA mayor variacion estacional y de calidad de la
pastura
APTA c/limitaciones Més de 2 ton/hé MS
REGULAR

Crisis invernal de oferta forrajera
POCO APTA Menos de 1 ton/hé/afio de MS

Adaptada de: Muiioz, 2006
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ANEXO C
MAPA DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD OVINA EN URUGUAY

Porcentaje de explotaciones con
ovinos como rubro de principal

ingreso.
Fuente: Recuentos prefiminares CGA 2000.

Menos de 15%

151-30%
P 30.1-45%
B Mas de 45%

Distribucion de la actividad ovina en Uruguay (DIEA, 2000)
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