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SUMMARY:

It was evaluated the effect of the supplementation with selenium on fertility and
preservation of Australian Merino ram semen in the northern region of Uruguay. For
this purpose was administered a dose of 1 cc /50 kg body weight of Selfos plus®
(sodium selenite and sodium glycerophosphate vitamins A, D and E)
subcutaneously in six rams in the month of August 2013. It was evaluated the
seminal characteristics at the start of the test, at 60 and 70 days post
supplementation. Artificial insemination was performed in 32 sheep with fresh
semen (ejaculate pools) from six rams treated with Selfos plus®, and 35 ewes with
fresh semen (ejaculate pools) from six rams unsupplemented. The semen of the
rams supplemented and unsupplemented was frozen, also it was analized the
motility pre and post freezing. A group of 33 sheep was inseminated with
supplemented frozen ram semen and 34 sheep with control ram semen. By
ultrasonography was evaluated the fertility, prolificacy and fecundity at day 35 post
insemination. The results showed no change in the mass maotility. An increase in
semen volume of the treated group and the average sperm concentration which
means that there was increased sperm production (concentration x volume) could
be observed. No difference (p> 0.05) was observed on the fertility of sheep
inseminated with fresh semen (cervical insemination) between the two groups. A
significant difference (p <0.05) was observed in fertility obtained with frozen semen
insemination (laparoscopy insemination) for the treated group compared to the
control group. Preliminary results obtained indicate that the administration of Selfos
plus® in Merino rams with good nutritional value, shows a significant increase in
fertility of frozen semen.



INTRODUCCION:

La economia de nuestro pais depende en gran parte de la produccion del sector
agroindustrial. Este sector constituyo en los ultimos 10 afios, alrededor del 11% del
Producto Bruto Interno del pais (MGAP-DIEA, 2013). Dentro del sector
agropecuario, la produccion ovina representa uno de los rubros de mayor
importancia, constituye la principal fuente de ingresos familiares para pequefios y
medianos productores ganaderos.

Entre las grandes cualidades de la produccion ovina siempre se destacé su rapida
capacidad de recuperacion en condiciones de mercado favorable para los
productores. Una de las expresiones mas claras de esa cualidad se observaron en
los ultimos dos afios donde el stock ovino experimenté una importante
recuperacion. En los ultimos dos afios ganaderos el crecimiento de la poblaciéon
ovina nacional se ubic6 en un 16%, alcanzando al mes de junio de 2013 la cifra de
8,66 millones de cabezas (Salgado, 2014).

Los productores agropecuarios dedicados a la produccién ovina, produjeron 33.349
toneladas de lana base sucia en el afio agricola de 2012-2013 (MGAP-DIEA,
2013). La industria textil que procesa esta lana, ocupa un importante lugar en la
mano de obra total de la industria manufacturera nacional. En 2013 el ingreso por
la exportacion de lana en sucio aument6 70%, la lana lavada por su parte aumento
un 33.3% mas que igual periodo anterior (Bottaro, 2014).

Respecto a la carne ovina, en el afio agricola 2012-2013 se produjeron 110 mil
toneladas de carne en pie (MGAP-DIEA, 2013). En el 2014 la faena de ovinos ha
crecido 48% respecto al afio pasado, pas6 el millén y medio de animales y en
particular la faena de ovejas mas que ha duplicado en 2013 a la de 2012 y sigue en
2014 por encima de la de 2013 (Blasina, 2014).

Las cotizaciones del cordero mantienen un 10% por encima de las del novillo en
2014, ratificando que hay en la carne ovina un negocio estable. La apertura de
nuevos mercados como EEUU para la carne ovina podria ser un factor que llevara
a retomar la retencion de vientres, especialmente si va acompafiado de
negociaciones firmes para abrir el mercado europeo para carne con hueso
(Blasina, 2014).

La llegada de los planes de uso y manejo de suelos con el regreso de las pasturas
a los sistemas productivos y la necesidad de mantener los suelos esponjosos,
libres de la pezufia de los pesados vacunos es una oportunidad para que se
aproxime el momento en que los ovinos ingresen sobre las zonas agricolas, es
claro que hay alli una oportunidad (Blasina, 2014).

En las Ultimas dos décadas, los porcentajes de sefialada de la majada nacional no
han superado el 60-70 % (Salgado, 2014). El porcentaje de sefialada es tomado
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como un indicador de referencia para definir el desempefio reproductivo de una
majada, lo que esta indicando una importante deficiencia a este nivel.

La tasa de sefialada depende de la fertilidad y prolificidad de las ovejas
encarneradas asi como de la supervivencia de los corderos nacidos. Son por lo
tanto estas variables las que deben incrementarse para mejorar la tasa de
sefalada.

Un relevamiento nacional de un alto nimero de carneros de campo de diferentes
razas, utilizados en majadas comerciales, evidencié que el 24,4%, no eran
reproductivamente aptos. La utilizacion de altos porcentajes de machos (3 a 4%) en
la encarnerada, enmascara este problema, al competir carneros fértiles con otros
no aptos para la reproduccion. La evaluacion clinica reproductiva del carnero
permite determinar reproductores potencialmente fértiles. Dicho examen debe
realizarse anualmente, por lo menos 60 dias antes del servicio, a efectos de
detectar con tiempo afecciones recuperables y descartar a aquellos que presenten
problemas irreversibles (Bonino, 2000).

En nuestro pais la produccion de lana superfina de la raza Merino surgié como una
alternativa de valorizacion y mejora de la competitividad del rubro ovino en las
regiones de Basalto y Cristalino, particularmente para aquellos productores laneros
gue desarrollaban sus sistemas productivos sobre suelos superficiales con escasas
posibilidades de diversificacion de la produccion (Montossi y col.,2003). Pero gran
parte de este avance en el mediano y largo plazo esta definido por el mejoramiento
genético de dicha raza y para lograr esto uno de los factores a mejorar es el nivel
de fecundidad.

En la actualidad en los sistemas de produccién ovina se aplican biotecnologias
reproductivas para mejorar la produccién. Un método muy difundido y utilizado en
todo el pais es la inseminacién artificial, es una herramienta fundamental para
difundir rapidamente los genes mejoradores en una majada.

La técnica de inseminacion artificial permite incrementar la seleccion de padres
selectos, utilizando un porcentaje de carneros menor al 1% (Fernandez Abella,
2003). También presenta como ventaja, la posibilidad de usar semen de carneros
gue por alguna razén no pueden realizar la monta, ya sea por lesiones o por edad,
pero que tienen suficiente valor genético como para su conservacion y utilizacion
por inseminacion artificial (Evans y Maxwell, 1990; Milczewski y col., 2000).

La inseminacion artificial (IA) utilizando semen congelado, permite usar carneros
genéticamente superiores, y dado que estos dejan mas descendencia que las
hembras, se hace hincapié en la seleccion de estos carneros (Evans y Maxwell,
1990). Esta ventaja es mantenida en el tiempo con semen congelado, incluso
después de muerto el reproductor, y potencializado por la cantidad de dosis que se
puede congelar en comparacion con el uso directo del carnero; transportar semen a
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y Maxwell, 1990; Milczewski y col., 2000; Wulster y col., 2004).

En este ensayo se estudid la inseminacion cervical usando semen fresco de
carneros suplementados con selenio y carneros sin suplementar, también se
evalio la inseminacion intrauterina con semen congelado de carneros
suplementados y carneros sin suplementar y calidad espermatica de ambos
grupos.

REVISION BIBLIOGRAFICA:

Generalidades de la reproduccién ovina:
Ciclo estral:

El ciclo estral de la oveja tiene una duracién promedio de 17 + 3 dias y se divide en
una fase lutea y una fase folicular (Ungerfeld, 2002a).

La reproduccion sigue un patron poliestrico estacional, existe una alternancia entre
los periodos de anestro y de actividad sexual. Comienza a reproducirse cuando las
horas de luz disminuyen, por lo tanto se las considera de dia corto (Ungerfeld,
2002a).

Existe una coordinacién fundamentalmente entre 4 6rganos como son el cerebro,
hipofisis, ovarios y utero, estos se comunican fundamentalmente a través de
hormonas. Las principales involucradas son la GnRH, LH, FSH, estradiol, inhibina,
progesterona y PGF2alfa. Existen otras hormonas como la prolactina o andrégenos
gue también tienen participacion en la regulacion del ciclo (Ungerfeld, 2002a).

La fase folicular es relativamente corta, dura entre 3 y 4 dias, mientras que la fase
luteal ocupa el resto del ciclo, 14 dias (Gibbons y Cueto, 1995).

La fase folicular comienza con la lutedlisis y termina en la ovulacién. Durante el
transcurso de este tiempo se produce el desarrollo folicular final, la ovulacién y
comienza la organizacion del foliculo que ovulé en un nuevo cuerpo llteo.

La fase luteal se caracteriza por la maduracion del cuerpo liteo y unos niveles
elevados de produccion de progesterona.

El celo o estro es el periodo fértil durante el que la hembra acepta la monta por
parte del macho, en la raza ovina tiene una duracion de 22 horas. La caida de
progesterona determina que se produzca una retroalimentacion positiva entre la
GnRH y la LH por un lado y por otro los estrégenos. Los estrogenos determinan
gue se produzca rapidamente un nuevo pulso de LH, que inducira un nuevo
incremento de estrogenos. Ademas el estrégeno incrementa la sensibilidad de la
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hipdfisis al GnRH y se produce una descarga masiva de LH. El pico de LH
desencadena el proceso ovulatorio y ademas luteiniza el foliculo. Los signos del
estro vienen como resultado de las concentraciones elevadas de estrogeno
circulante (Ungerfeld, 2002a).

Debido al pico de LH se desencadena la luteinizacion de la estructura folicular y la
subsecuente formacion del cuerpo lateo. Mientras el cuerpo lGteo se desarrolla, las
cantidades de progesterona secretadas por este aumentan (Ungerfeld, 2002a).

Los niveles altos de progesterona causan un retrocontrol negativo sobre la
frecuencia de pulsos de LH, inhiben la pulsatilidad de LH. La progesterona inhibe la
secrecion uterina de PFGZ2alfa, por lo tanto determina el momento en que se
produce la lutedlisis (Ungerfeld, 2002a).

De no ocurrir gestacion, el cuerpo luteo decrece en tamafio, se vuelve palido y su
secrecion comienza a decaer (Gibbons y Cueto, 1995).

Alrededor del dia 12 del ciclo comienza la lutedlis, esta involucra la muerte
progresiva de las células luteales y se acompafia con la caida de los niveles de
progesterona. La PFG2 alfa es la hormona luteolitica principal, es secretada por el
atero en forma pulsétil (Ungerfeld, 2002a).

Aparato reproductor del macho:

El aparato reproductor del macho consiste en varios érganos individuales que
actlan de manera coordinada para producir espermatozoides y depositarlos en el
tracto reproductor femenino (Cunningham y Klein, 2009).

Este mecanismo implica tanto al sistema neuroenddécrino (hipotdlamo y adeno
hipdfisis) como al genital (Cunningham y Klein, 2009).

Los testiculos son los Organos centrales del aparato genital masculino. Son
responsables de la esteroidogénesis y de la produccion de espermatozoides. El
proceso de produccion de espermatozoides dura aproximadamente dos meses
(Fernandez Abella, 2003).

El desarrollo testicular estd directamente relacionado con la produccion
espermatica. En promedio por cada gramo testicular se producen de 20 a 25
millones de espermatozoides por dia (Fernandez Abella, 2003).

Funcionalmente, el testiculo tiene tres compartimentos. El tejido intersticial que
contiene células de Leydig, rodea los tdbulos seminiferos. Los otros dos
compartimentos se localizan dentro de los tubulos seminiferos, basal y adluminal.
El compartimento basal contiene espermatogonias que se dividen por mitosis y el
adluminal constituye un medio especial en el que los espermatocitos inician y
contintan las divisiones meioticas hasta diferenciarse en espermatida y por altimo
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en espermatozoides. En los tubulos seminiferos, las células de Sertoli,
proporcionan apoyo y nutrientes a las células germinales en desarrollo, se
extienden desde el compartimento basal hasta el adluminal (Cunningham y Klein,
2009).

El escroto, junto con los masculos cremaster y la anatomia vascular de las arterias
y venas testiculares protegen a los testiculos y regulan su temperatura.
Bésicamente el escroto es un saco de piel con una capa subcutdnea de tejido
muscular fibroelastico denominada dartos. La disposicion vascular de la arteria
testicular, rodeada por el plexo de venas testiculares (plexo pampiniforme)
proporciona un mecanismo de intercambio de calor, vital para la termorregulacion
testicular (Cunningham y Klein, 2009).

Los tubulos seminiferos vacian su contenido en la red testicular, que a continuacion
transporta los espermatozoides y el liquido de dichos tubulos a los vasos eferentes,
para asi llegar al epididimo. Este canal esta formado por tres partes: la cabeza, el
cuerpo y la cola (Fernandez Abella, 2003). El epididimo no solo es un conducto
para los espermatozoides, si no que aporta un medio adecuado donde estos se
concentran, maduran y adquieren la capacidad de fecundacion (Cunningham vy
Klein, 2009).

La cola del epididimo actia como reservorio de espermatozoides. A esta se le une
el canal deferente que conduce los espermatozoides desde el epididimo hacia la
uretra (Fernandez Abella, 2003).

Existen glandulas accesorias encargadas de secretar sustancias que forman parte
del eyaculado junto a los espermatozoides. Estas son: las vesiculas seminales, la
prostata y las glandulas bulbo uretrales o de Cowper (Fernandez Abella, 2003a).

El 6rgano copulador del macho es el pene y por este 6rgano se expulsa el semen a
través de un proceso llamado eyaculacion (Cunningham y Klein, 2009).

Espermatogénesis:

La espermatogénesis es el proceso por el cual las espermatogonias se convierten
en espermatozoides.

Las espermatogonias son células aproximadamente semiesféricas, con una cara
plana que esta en contacto con la membrana basal y una convexa en contacto con
células de Sertoli. Se encuentran en el compartimento basal del tubulo seminifero
(Ungerfeld, 2002a).

Por lo general la espermatogénesis se divide en tres procesos principales:
espermatocitogénesis, meiosis y espermiogénesis (Cunningham y Klein, 2009).
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La espermatocitogénesis cumple con dos funciones importantes: la primera, la
divisibn mitética de espermatogonias tipo A, produciendo espermatogonias que no
entran al ciclo del espermatozoide manteniendo la poblacion de células
indiferenciadas. La segunda funcién es transformar las espermatogonias tipo A a
tipo B, que mas tarde se dividen por mitosis para producir espermatocitos
primarios. Estos experimentan un proceso de meiosis final para producir
espermatozoides (Cunningham y Klein, 2009).

La meiosis es una divisibn reduccional del material genético a partir de dos
divisiones celulares sucesivas, sin que haya replicacion del material genético entre
ellas. A los espermatocitos se les denomina primarios si estan en la primera
division y secundarios si estan en la segunda (Ungerfeld, 2002a).

Los espermatocitos primarios se diferencias de sus antecesores las
espermatogonias tipo B por su tamafio mas pequefio y contienen menor cantidad
de heterocromatina (Ungerfeld, 2002a).

Los espermatocitos secundarios pueden diferenciarse facilmente de los
espermatocitos primarios en base a su menor tamafo. Al final de la meiosis Il se
obtienen células haploides, las espermatidas redondas (Ungerfeld, 2002a).

La espermiogénesis es el proceso por el cual las espermatidas se transforman en
espermatozoides. No existe multiplicacion y el numero de espermatozoides
depende de la cantidad de espermaticas viables presentes. Estas se encuentran
mas cerca de la luz del tibulo seminifero. Segun la etapa de diferenciacion que se
encuentren se las denomina espermaticas redondas, alargadas y maduras
(Ungerfeld, 2002a).

Durante la diferenciacion en la espermatogénesis, la célula desarrolla un flagelo a
partir del centriolo, forma el acrosoma a partir del complejo de Golgi, condensa la
cromatina nuclear, cambiando la forma de su ndcleo y disminuyendo su volumen, y
pierde citoplasma, que es fagocitado por la célula de Sertoli. La liberacion del
espermatozoide a la luz del tabulo seminifero por la célula de Sertoli se denomina
espermiacion (Ungerfeld, 2002a).

Control hormonal de la espermatogénesis:

El hipotalamo es un regulador de la actividad reproductiva mediante la sintesis de
GnRH. Esta hormona de naturaleza peptidica es liberada a los vasos porta
hipofisarios de forma pulsatil llegando a la hipdfisis para estimular la secrecién de
LH y FSH, gonadotrofinas (Ungerfeld, 2002a).

Cada pulso de GnRH determina la liberacion de otro pulso de LH, esta
gonadotrofina es totalmente dependiente de la pulsatilidad de la GnRH (Ungerfeld,
2002a).
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La secrecion de FSH parece estar regulada por dos mecanismos como son un
componente de la secrecién basal o constitutiva y otro componente pulsatil y sujeto
a regulacion. Luego de cada pulso de GnRH aparece un pulso de FSH, pero
ademas, cada tanto aparecen pulsos de FSH que no son precedidos por ningun
pulso de GnRH (Ungerfeld, 2002a).

La principal funcion de la célula de Leydig es la produccion de testosterona. La
produccion de esta hormona por parte de la célula intersticial esta controlada por la
LH (Ungerfeld, 2002a).

Se ha sugerido que deficiencia de selenio provoca algunos cambios en los
receptores de LH de las células de Leydig y por lo tanto se afecta a la secrecion de
testosterona (Behne y col., 1982).

El aumento en la concentracion de LH provoca un aumento del nivel plasmatico de
testosterona. Luego se inhibe la secrecibn de LH por un sistema de
retroalimentacion negativa provocado por este aumento de testosterona, lo que
provoca posteriormente una disminucién en la sintesis de testosterona (Ungerfeld,
2002a).

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

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

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

La secrecion de LH es necesaria para que la espermatogénesis ocurra
normalmente, mientras que la FSH es necesaria para iniciar el proceso al comienzo
de la pubertad, luego parece no ser esencial para el mantenimiento de la misma.
Sin embargo, si se detiene por razones fisiolégicas o patoldgicas, la FSH resulta
necesaria para iniciarla (Ungerfeld, 2002a).
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Morfologia del espermatozoide:

El espermatozoide es una célula haploide compuesta por dos estructuras, la
cabeza y la cola (Senger, 2003).

El ndcleo es oval y aplanado, se encuentra rodeado por una membrana nuclear.
Los dos tercios del ndcleo estan cubiertos por el acrosoma que contiene enzimas
hidroliticas que son necesarias para la penetracion del ovocito. Durante la
fertilizacion el acrosoma se somete a una exocitosis altamente especializada
denominada reaccién acrosomica que permite la liberacion de las enzimas capaces
de penetrar la zona pelucida (Senger, 2003).

La cola del espermatozoide es un flagelo con auto-alimentacién (Senger, 2003). El
flagelo puede ser dividido en cuatro regiones, cuello, media, principal y terminal. En
el centro de toda la extensién del flagelo esta el axonema, formado por 9 pares de
micro tubulos radialmente organizados alrededor de dos filamentos centrales
(Ungerfeld, 2002a). La cabeza y la cola se conectan mediante el capitulum y las
columnas segmentadas (Ungerfeld, 2002a). La pieza media contiene las
mitocondrias helicoidalmente ordenadas en torno al axonema (Ungerfeld, 2002a).
El annulus delimita la unién entre la pieza media y la pieza principal. La pieza
principal constituye la mayor parte de la cola y continta casi hasta el final del
flagelo donde le continda la pieza terminal, la cual es corta y donde terminan los
micro tubulos (Senger, 2003).

Las estructuras del espermatozoide se encuentran envueltas en una membrana
plasmética altamente especializada (Ungerfeld, 2002a).

Factores qgue afectan la produccién de semen:

La raza es uno de los factores que puede intervenir en la produccion de semen. Se
asume generalmente que los carneros de razas carniceras presentan eyaculados
mas concentrados que los obtenidos en razas laneras. Esto es debido a un mayor
tamanfo testicular de las razas carniceras. En Uruguay no se observan diferencias
en tamafo testicular entre las razas laneras presentes en el pais (Fernandez
Abella, 2003).

Los carneros adultos presentan un mayor tamafo testicular que los borregos, lo
que determina una mayor produccion espermatica diaria. EI semen de borrego
presenta un elevado porcentaje de formas anormales a diferencia del semen de
carnero, asimismo la cantidad de espermatozoides eyaculados desciende mas
rapidamente en el borrego a partir del segundo eyaculado. Por lo tanto, se asume
qgue la edad es un factor importante en la produccién de semen de buena calidad
(Fernandez Abella, 2003).

El fotoperiodo tiene influencia en la calidad del semen. El peso testicular de los
ovinos evoluciona en sentido inverso a la duracién de las horas luz. Las altas
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temperaturas actuan directamente sobre el testiculo, alterando la produccion, la
maduracion y el almacenamiento del semen. Todos los factores que incrementen la
temperatura corporal por encima de los valores normales ponen en riesgo el buen
funcionamiento de la espermatogénesis (Fernandez Abella, 2003).

El aumento del numero de eyaculados por dia reduce el volumen y la
concentracion espermética. Es importante tener en cuenta este concepto cuando
se realiza inseminacion artificial para no excederse en el numero de colectas
diarias (Fernandez Abella, 2003).

Los cambios de alimentacion afectan mas rdpidamente el volumen testicular que el
peso corporal. Alimentos ricos en proteinas permiten incrementar
aproximadamente un 40% la produccién espermatica. Cambios bruscos en la
alimentacion pueden modificar la cantidad y calidad del semen y ademas la libido
de los carneros. Las deficiencias en minerales y vitaminas también esta
demostrado que afecta la produccién de semen de calidad (Fernandez Abella,
2003).

Existen reportes internacionales, que muestran la importancia de los
microelementos en la reproduccion y produccion ovina. La administracion de
selenio mejora la fertiidad de los carneros, la fertiidad de las ovejas, la
supervivencia neonatal y el crecimiento de los corderos (Piper, y col., 1980;
Langlands y col., 1991a; Langlands y col., 1991b; Balicka-Ramisz, 2006).

Metodologia de lainseminacion artificial:

La inseminacion artificial es una técnica de reproduccion por la cual, el semen de
los machos colectado artificialmente, es depositado en el tracto reproductivo de las
hembras para producir la fecundacion de los 6vulos maduros. La inseminacion
artificial incrementa notablemente el aprovechamiento de un reproductor, al permitir
obtener un gran nimero de crias del mismo padre. Esto es posible debido a que
mediante un adecuado fraccionamiento del semen, se obtiene un numero
importante de dosis por eyaculado (Gibbons y Cueto, 1995).

La técnica de inseminacién en la oveja puede hacerse en forma vaginal, cervical o
intrauterina (Fernandez Abella, 2003; Elhordoy, 1998).

Colecta de semen:

En la actualidad se utilizan dos métodos de colecta de semen: la vagina artificial y
el electroeyaculador.
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La vagina artificial tiende a imitar a la vagina de la oveja en temperatura y
humedad. El carnero eyacula previa desviacién del pene con la mano de manera
que penetre en la vagina artificial (Fernandez Abella, 2003).

El electroeyaculador consiste en un electrodo bipolar que se introduce en el recto y
se hace pasar una corriente de 6 a 12 voltios y un numero elevado de amperes. Es
usado en carneros que no reaccionan a la vagina artificial o que presenten
imposibilidad para montar. El volumen obtenido de semen es mayor a la colecta
con vagina debido a una mayor estimulacion de las glandulas anexas (Fernandez
Abella, 2003).

Evaluacion seminal:

Para determinar que un carnero es apto para ser considerado en cualquier
programa de reproduccion debe cumplir con los siguientes requisitos: de ser
clinicamente sano, tener buena libido y buena calidad espermatica. Para
determinar la calidad se debe realizar una evaluacion seminal. Para Fernandez
Abella (2003), la evaluacion es fundamental en cualquier programa de
inseminacion ya sea con semen fresco o congelado. Es de vital importancia para
reducir las pérdidas debidas a la utilizacibn de semen de baja calidad. La
evaluacién consiste en pruebas macroscopicas, microscopicas y bioquimicas.

Pruebas macroscopicas:

Volumen: Normalmente se encuentra entre 0,5 y 2,0 mL, esto depende de la
excitacion previa del animal, edad, época del afio, nUmero de eyaculados por dia y
el método de colecta (Fernandez Abella, 2003).

Color: El color depende de la concentracion de espermatozoides. Este método
permite determinar la dilucién necesaria previa conservacion del semen, cuando no
podemos medir la concentracibn por carecer de los elementos necesarios
(Fernandez Abella, 2003).

Tabla 1: Determinacién de la concentracion espermatica a través del color del
eyaculado.

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

Claro Insignificante

Fuente: Fernandez Abella y Villegas 1992, modificado Fernandez Abella 2002.
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Olor: Debe de ser inodoro, si presenta olor puede ser causado por infeccion o
contaminacion con orina.

Motilidad de masa: Se observa en el propio tubo de colecta a poca distancia del
observador en presencia de luz. Se aprecian ondas que son resultados de la
concentracion espermatica, movilidad de espermatozoides y porcentaje de células
esperméticas vivas (Fernandez Abella, 2003).

Se podra tener una idea de la calidad seminal por la velocidad con que se haceny
deshacen las ondas (motilidad masal). La motilidad se estima por el vigor del
movimiento de las ondas en una escala subjetiva entre 0 y 5 (0, minimo; 5,
méaximo). Para utilizar un eyaculado, se recomienda que su motilidad masal sea de
3 0 mayor (Gibbons, et al., 1993).

Tabla 2: Relacion entre la movilidad grupal (masal) y el porcentaje de
espermatozoides moviles del semen (movilidad individual).

Movilidad individual

Grado Movilidad masal (macroscoépica) . .
(microscopica)

0 Sin corrientes Sin movimiento progresivo

1 Pocas corrientes 20% de movimiento progresivo

2 Muchas corrientes moderadas 40% de movimiento progresivo

3 Muchas corrientes 60% de movimiento progresivo

4 Muchas corrientes rapidas 80% de movimiento progresivo

5 Numerosas ondas de tipo Casi 100% de movimiento progresivo

tumultuoso rapidas y vigorosas

Fuente: Moule, 1951.

Pruebas microscopicas:

Es aconsejable disponer de un microscopio con platina caliente para mantener al
semen a temperatura fisiolégica de 35 a 37°C.

Motilidad: Por motilidad se entiende al desplazamiento del espermatozoide. El
movimiento progresivo o hormal es el que determina que el espermatozoide avance
y pueda fecundar, interesando por ello la existencia de un alto namero de
espermatozoides con dicho movimiento (Fernandez Abella, 2003).

Concentracion: Es fundamental evaluar la concentracion para realizar una correcta
dilucion. Lo logico es obtener el dato real de la misma sin tener que recurrir a su
estimacion a través del color (Fernandez Abella, 2003).Hay distintos métodos que
permiten la determinacion de la concentracion espermatica, entre ellos recuento en
camara de Neubauer, la de Makler o por fotocolorimetro.
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Morfologia: Es la mejor manera de evaluar la eficacia de los testiculos para
producir espermatozoos y estimar la fertilidad de un macho (Elhordoy, 1998).

Existe una alta correlacion negativa entre el porcentaje de formas anormales y el
poder fecundante del semen (Fernandez Abella, 2003). A través de un frotis
evaluamos las formas normales y anormales de los espermatozoides.

Test de vitalidad: Permite estimar el porcentaje de células espermaticas vivas. El
semen fresco se mezcla con una solucion de eosina-nigrosina, lo quepermite
observar los espermatozoides muertos que se tifien de rosado (Fernandez Abella,
2003).

Pruebas bioquimicas:
pH: El rango normal es entre 6,3y 7,2.

Reduccion del azul de metileno: Esta técnica se basa en que los espermatozoides
consumen fructosa (azucar del semen) transformandola en &cido lactico, el que
pasa luego a anhidrido carbonico y agua, liberando hidrogeno. A mayor actividad
de los espermatozoides mayor liberacién de hidrogeno y este reacciona con el azul
de metileno provocando un cambio de color.

Para realizar la prueba se debe mezclar igual cantidad de semen y de una solucion
al 0,05 % de azul de metileno. Luego se aspira la mezcla con una pajuela de 0,5 ml
y se introduce la misma en agua tibia (35 a 48 °C). La prueba consiste en el tiempo
que tarda la mezcla en virar del color azul a blanco (Fernandez Abella, 2003).

Tabla 3: Calidad del semen segun prueba de azul de metileno.

Tiempo (Minutos) Calidad del Semen
0-1 Excelente
1-2 Muy bueno
2-3 Bueno
3-5 Regular
Mas de 5 Malo

Fuente: Fernandez Abella, 1995.

Preservacion del semen:

Semen fresco, enfriado y refrigerado:

El semen fresco es aquel que va a emplearse inmediatamente después de su
recoleccion, podra mantenerse a 28-30 °C en bafio termostatico durante su
utilizacién, ya sea sin diluir o diluido (Gibbons y col., 1993).
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Para un almacenamiento de 8 a 12 horas se debe diluir y conservar el semen
enfriado entre 10 y 15° C (Fernandez Abella, 2003).

Si se desea mantener el semen por 24 horas se lo debe diluir y refrigerar a 5°C
(Gibbons y col., 1993).

Los diluyentes son sustancias que permiten extender la vida de los
espermatozoides para lograr asi mantener la viabilidad y fertilidad del semen.
Pueden ser sintéticos o naturales. Un diluyente natural, econémico y de buena
calidad, para conservar el semen por pocas horas es a base de leche descremada
UHT. Cuando se realiza la dilucion del semen se debe tener precaucion en
asegurar la dosis de espermas totales (Ferndndez Abella, 2003). La dilucién se
llevara a cabo a 30 °C teniendo presente que el diluyente se agregard con pipeta
limpia, seca y entibiada, dejandolo escurrir por las paredes del tubo de recoleccion
(Gibbons y col., 1993).

Semen congelado:

La inseminacion artificial se ha visto impulsada con el desarrollo de la técnica de
congelacion de semen, permitiendo el traslado de gametos masculinos a lugares
distantes. Para lograr prolongar la vida de los espermatozoides se debe retardar o
detener el metabolismo. Reducir la temperatura es la forma mas comun para lograr
reducir el metabolismo (Ungerfeld, 2002b). La preservacién y almacenamiento del
semen de carnero mediante la reduccion de la temperatura afecta la motilidad y
altera la integridad de la membrana de los espermatozoides, estos cambios causan
que disminuya la fertilidad. Dichos cambios en las membranas son similares a la
capacitacion y la reaccion acrosomica de los espermatozoides. Puede ser posible
para prevenir o revertir algunos de estos cambios de membrana la utilizacion de
antioxidantes (Maxwell y Watson, 1996).

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

Existe una gran variedad de diluyentes que se adaptan al tipo de protocolo utilizado
en el procesamiento. Las formulas de los diluyentes incluyen ingredientes que
brindan la proteccibn necesaria para posibilitar la recuperacion de los
espermatozoides. Es necesaria la presencia de sustancias crioprotectoras,
sustratos energeéticos, buffers y reguladores osmaoticos.

La presentacion de semen congelado utilizada cominmente es la pajuela, de 0,25
0 0,5 ml.

Segun Mazur (1985), Watson (2000) y Holt (2000) citado por (Ungerfeld, 2002b) la
velocidad del enfriado del semen es determinante para preservar la calidad
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seminal. No debe ser excesivamente rapida ni tampoco descender muy
lentamente. Se recomienda que la curva de congelacion sea lo suficientemente
lenta como para permitir la salida de agua del espermatozoide, pero a su vez lo
suficientemente rapida como para evitar la formacion de cristales muy grandes que
dafien las células en el compartimiento interno.

Se puede congelar el semen con camaras de congelacién autométicas que
permiten la programacion de la curva de congelacion. De no disponer del
equipamiento necesario se puede congelar el semen colocando las dosis en
vapores de nitrégeno liquido, luego de unos minutos se sumergen las pajuelas en
nitrogeno liquido previo a su almacenamiento (Ungerfeld, 2002b).

Métodos de inseminacion:

Método vaginal:

El semen es depositado en la cavidad vaginal requiriéndose gran cantidad de
esperma. No se realiza un uso eficiente del esperma eyaculado, esta técnica se
utiliza cuando no es posible introducir la canula en el cérvix (FernAndez Abella,
2003)

Método cervical:

La inseminacién cervical con semen fresco es el método mas difundido a nivel
nacional. Esta técnica también se puede realizar con semen congelado.

Los porcentajes de prefiez logrados en inseminacion cervical con semen fresco,
varian entre el 60 y 70%, mientras que por medio de la utilizacibn de semen
congelado por esta via los resultados varian entre el 20 y el 25% (Gibbons y Cueto,
1995).

Segun Fernandez Abella (2003), la dosis inseminante de semen fresco debe tener
entre 80 y 100 millones de espermatozoides, mientras que la inseminacién
realizada con semen congelado debe superar los 250 millones de
espermatozoides.

El semen es depositado en el segmento cervical mas proximo a la vagina. La
estructura del cuello del uUtero de la oveja impide que la canula se introduzca mas
de 0.5 a 1 cm, por ese motivo se denomina cervical superficial (Fernandez Abella,
2003).

El cérvix ovino mide de 4 a 8 cm de longitud, presenta 3 a 7 pliegues en su
mucosa, los cuales impiden o dificultan la penetracién profunda de la canula.

Para realizar la inseminacion cervical, las hembras se presentan inclinadas cabeza-
abajo, con los cuartos traseros montados sobre una baranda o riel (Gibbons y
Cueto, 1995).
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La técnica consiste en introducir el vaginoscopio con una mano, localizando el
cuello del utero. Con la otra mano se introduce la pistola dosificadora dentro del
vaginoscopio, localizado el orificio, se introduce la canula hasta hacer tope y antes
de depositar se retira la misma unos milimetros para facilitar la salida del esperma.
Se retira el vaginoscopio unos centimetros para evitar que el contacto del mismo
sobre la pared vaginal determine que el semen fluya hacia la vagina. Luego de
depositar la dosis de semen se retira la pistola y vaginoscopio a la vez (Fernandez
Abella, 2003).Una vez descargado el semen es conveniente que la hembra
permanezca durante 2 6 3 minutos en la posicion de inseminacién (Gibbons y
Cueto, 1995).

Método intrauterino:

A comienzos de la década del 80, investigadores australianos desarrollaron una
técnica de inseminacién intrauterina por laparoscopia, que depositando el semen
descongelado directamente en la luz de los cuernos uterinos, permitia obtener
porcentajes de prefiez superiores al 50%(Gibbons y Cueto, 1995).

Este método permite utilizar menor cantidad de espermatozoides. Tiene como
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Diagnostico de Selenio:

La determinacion de selenio en sangre se puede realizar en forma directa o
realizarla en forma indirecta a través de la enzima glutation peroxidasa (GSH-PX).
Existen reportes que correlacionan directamente la actividad de dicha enzima y la
concentracion de selenio en sangre (Ceballos y col., 1999) por lo que la actividad
de la enzima es una forma indirecta de determinar los niveles de selenio en sangre
en ovinos.

El hecho de que exista una fuerte correlacion entre selenio sanguineo y GSH-Px, y
que su determinacién en sangre sea rapida y sencilla, hace que esta enzima se
perfile en la actualidad como una de las medidas indirectas mas importantes en el
diagndstico de procesos carenciales de selenio (Marti y col., 2007).

El siguiente cuadro proporciona los rangos de referencias para diagnosticar
deficiencias de selenio en los rumiantes domésticos. Dichos rangos han sido
determinados por la Investigacion de Laboratorios Veterinarios (Stormont, Belfast,
Reino Unido) para aplicar a vacas y ovejas, y son los niveles que se consideran
normales en Irlanda del Norte. Proporciona una correlacion aproximada de selenio
en sangre entera mg/l con Glutation peroxidasa usando el kit diagnostico de Ransel
(Randox, 1994).

Tabla 4: Rangos de referencia para diagnosticar deficiencia de selenio en
rumiantes.

: Selenio en Sangre : GPX Units/mL
Estado Animal Entera mg/Ig GPX Units/g Hb ey
Deficiente <0.05 <60 <18
Bajo/Marginal 0.051 - 0.083 61 - 100 18.5-30.3
Marginal 0.084 - 0.110 101 - 130 30.6-39.4
Adecuado >0.11 >130 >39.4

Fuente: Randox Laboratories, 1994.

HIPOTESIS:

Por lo expuesto anteriormente nos planteamos como hipétesis de trabajo que la
suplementacién con selenio a carneros Merino Australiano mejoraria la calidad
espermatica asi como la capacidad de fecundacion, usando semen fresco y
congelado-descongelado en programas de inseminacion artificial a tiempo fijo.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Estudiar el efecto de la suplementacion con selenio a carneros Merino Australiano,
pastoreando sobre campo natural de basalto, en la calidad espermatica y en la
fertilidad, utilizando semen fresco y congelado-descongelado en programas de
inseminacion artificial a tiempo fijo.

Objetivos Especificos:

Comparar espermiogramas de semen fresco, de carneros suplementados con
selenio y carneros no suplementados, que pastorean campo natural de basalto.

Estudiar calidad espermatica de muestras de semen congeladas-descongeladas,
de carneros suplementados con selenio y no suplementados que pastorean campo
natural de basalto.

Determinar estadisticamente las variaciones que ocurren en las ovejas
inseminados via cervical con semen fresco de carneros con y sin suplementacion.

Determinar estadisticamente las variaciones que ocurren en las ovejas
inseminados via intrauterina con semen congelado-descongelado, de carneros con
y sin suplementacion.

MATERIALES Y METODOS:

Localizacién del ensayo:

El ensayo se llevo a cabo entre los meses de junio de 2013 y marzo de 2014 en el
HVWDEOHFLPLHQWR 33DVR GHO 6DXFH" SURSLHGDG GH
responsable del mismo el Ing. Agr. Alberto Bozzo, Ruta Nacional Andrés Artigas N°

4 Km. 117, departamento de Salto (31° 50" latitud sur).

Tipo de suelo:

El establecimiento comprende una superficie de 967 hectareas. Los suelos
predominantes corresponden principalmente a la unidad Cuchilla de Haedo-Paso
de los Toros presentandose fundamentalmente Litosoles Subeustricos (a veces
Eutricos). El mismo tiene un indice Coneat promedio de 42, con suelos del grupo
1.10b en un 89% del area, suelos del grupo 12.12 en un 7% y suelos del grupo
B03.1 en un 4% (anexo 1, suelos CONEAT). Los suelos son de uso netamente
pastoril (MGAP +PRENADER, 2014).
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Trabajo de campo:

Manejo sobre los carneros:

El dia 28 de agosto de 2013 a un grupo de 30 carneros de raza Merino Australiano
se les realiz6 un estudio de aptitud reproductiva y calidad de semen, seleccionando
12 animales para el ensayo, estos fueron identificados mediante caravanas.

El manejo realizado contra parasitos gastrointestinales fue la dosificacion al inicio
del ensayo con 10 mg/kg oral de Closantel (Saguacid C-L 10%®, Laboratorio
Dispert, Montevideo, Uruguay).

Se formaron dos grupos de 6 carneros, homogéneos en cuanto a condicion
corporal (entre 3,5y 4, Jeffries, 1961), edad (4 y 6 dientes) y calidad espermatica.
Un lote fue suplementado con selenio por Unica vez Yy otro lote se mantuvo sin
suplementar. El selenio aplicado fue de Selfos Plus®, de laboratorios Agrolnsumos
S.A., via subcutanea (Fernandez Abella y col., 2013), la dosis fue aplicada segun el
peso de los animales (1cc/50Kg de peso vivo), por recomendacion del fabricante.
Ambos grupos de carneros pastorearon el mismo potrero de campo natural.

Tabla 5: Composicién de Selfos Plus®.

Formula Cantidades
Selenito de Sodio 0,347 ¢
Vitamina A (Retinol Palmitato) 1200000 U.I
Vitamina D2 (Ergocalciferol) 600000 U.I
Vitamina E (DL-a-Tocoferol Acetato) 2500 U.1
Glicerofosfato de Sodio 309
Excipientes c.s.p. 100 mL

El mismo dia se realizo la medida de circunferencia escrotal, condicion corporal y
edad; ademas se extrajo semen y se realizaron pruebas macroscopicas (color,
volumen y movilidad en masa) y microscépicas (concentracion).

El dia 60 post aplicacion de Selfos Plus®, se extrajo semen a todos los carneros,
se realizaron las pruebas macroscopicas y microscopicas, para cada carnero. Se
realizd un pool con las muestras de los carneros pertenecientes a cada lote y se
congelaron dichos pools.

El dia 70 post aplicacion se extrajo semen de todos los carneros y se realizaron las

pruebas antes mencionadas a cada carnero, ademas se realizaron los pools
respectivos de carneros suplementados y no suplementados y se insemind via
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cervical (semen fresco) a las ovejas correspondiente para cada lote segun
Fernandez Abella, 2008.

Para la condicion corporal se utilizé la escala de Jeffries, 1961 y para medir la
circunferencia escrotal se utilizé6 una cinta métrica (exactitud +/- 0,1 cm), la edad se
estimo por la denticion.

En la totalidad de carneros utilizados en este ensayo se realizd el estudio de conteo
de huevos por gramo en materia fecal (hpg) utilizando la técnica de Mac Master
(Thienpont, 1986), para determinar parasitos gastrointestinales en dos
oportunidades, dia 0 y 60.

Manipulacién y andlisis del semen:

Una vez recolectado el semen se midio el volumen del eyaculado, la concentracion
y la movilidad espermatica.

El volumen se determiné mediante una pipeta graduada.

Se estimo la concentracion espermatica minima mediante el color (Tabla 1).

Se determino la movilidad espermatica del eyaculado (Tabla 2)

El semen fresco utilizado para la inseminacién cervical, se extrajo previo al
momento de la inseminacion y se mantuvo en bafio de agua a 28°C durante el
tiempo que durd el procedimiento. La dosis inseminante fue de 80 millones de
espermatozoides totales por oveja.

El semen se congel6 en pajuelas de 0,25 mL a una concentracion de 60 millones
de espermatozoides, segun el método de Salamon (1976). Las pajuelas fueron

descongelas en bafio maria de 39°C durante 40 segundos.

En el laboratorio se determin6é la concentracion mediante el recuento de
espermatozoides en cdmara de Makler.

Se analizo la calidad post-descongelado (movilidad) de cinco pajuelas de la mezcla

de semen perteneciente al lote de carneros tratados con selenio y la misma
cantidad de pajuelas de semen congelado de los carneros sin tratar.
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Inseminacion:

Para este ensayo se utilizd una majada comercial de raza Merino Australiano
(n=134), perteneciente al establecimiento Paso del Sauce, con una condicion
corporal entre 2,75 y 3,5 (Jeffries, 1961) y de 4 a 6 dientes, y se las dividid en
cuatro grupos. Los animales fueron servidos por inseminacion artificial.

El manejo contra parasitos gastrointestinales fue el mismo que se realizo sobre el
grupo de carneros. Todas las ovejas utilizadas en este ensayo pastoreaban el
mismo potrero de campo natural.

El dia 6 de noviembre de 2013 que corresponde al dia 70 post suplementacion de
los carneros con selenio, se realizo la inseminacion de la siguiente manera:

Se realizaron cuatro lotes:

1) Inseminacion artificial cervical a 32 ovejas, con la mezcla de semen fresco
de los eyaculados de 6 carneros suplementados con Selenio.

2) Lo mismo se le realiz6 a 35 ovejas, con la mezcla de semen de los
eyaculados de los 6 carneros sin tratar (testigos).

3) Inseminacién artificial intrauterina a 33 ovejas, con la mezcla de semen
congelado-descongelado de los eyaculados de los 6 carneros
suplementados con selenio.

4) Inseminacion artificial intrauterina a 34 ovejas, con la mezcla de semen
congelado-descongelado de los eyaculados de los 6 carneros sin tratar
(testigo).

La inseminacion artificial con semen fresco se realiz6 seglin Fernandez Abella
2008, el método usado fue el cervical superficial, el cual consiste en depositar el
semen en el segmento del canal cervical mas préximo a la vagina. La inseminacion
intrauterina con semen congelado descongelado se realiz6 segun Fernandez
Abella, 1996.

Tabla 6: Cantidad de ovejas utilizadas por método de inseminacion y tratamiento.

Inseminacion Control (n) Suplementado (n)
Cervical 35 32
Intrauterina 34 33

A todas las ovejas se aplicé el mismo protocolo de sincronizacion de celo utilizando
un dispositivo de silicona inerte intravaginal impregnado con 0,3 g de progesterona
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natural de liberacién (DICO®, Laboratorio Syntex, Montevideo, Uruguay) durante
11 dias.

Se retird el dispositivo a cada lote de ovejas desfasadas en el tiempo. Este manejo
fue efectuado para facilitar el trabajo de inseminacion de un numero alto de
animales, pudiendo asi respetar el momento de inseminacion luego de retiradas los
dispositivos intravaginales. Al momento del retiro del dispositivo se administré 350
Ul de PMSG (Novormon®, Laboratorio Syntex, Montevideo, Uruguay) Se aplicaron
10 ug de GnRH (Fertiline®, Universal Lab, Montevideo, Uruguay), 30 horas
después del retiro del dispositivo. Entre las 52 y 55 horas posteriores al retiro del
dispositivo se insemino a tiempo fijo (Fernandez Abella, y col., 2003).

La inseminacion fue realizada en todas las ovejas por el mismo operador.

El dia 35 post inseminacion se determind fecundidad y carga fetal mediante
ultrasonografia, utilizando un ecografo WELL (WED 9618 UV), con sonda
transrectal de 5.0 Mh.

Retiro Dispositivo y
Administracion PMSG.

Examen Reproductivo y
Extraccion Semen
Examen Reproductivo Extraccién Sangre y
Carneros. Extraccion Materia Fecal l
Sangre y Materia Fecal Ecografia
| [ 1 [ [ 1 1
| ] L] | L] L] L] 1
-70 -13 -10 -2 -1 0 35
I I 111212013
Administracion Selenio I . 611112013
2810912013 Examen Reproductivo, Inseminacion Artificial Semen
Extraccion y Congelacion de Fresco y Congelado
Semen
Colocacién Dispositivo Administracién GnRH.

Figura 1.Cronologia del trabajo de campo realizado.

Determinacion de selenio en sangre:

Los dias 28 de agosto de 2013 y 27 de noviembre de 2013 se obtuvieron muestras
de sangre a todos los carneros, mediante puncion de la vena yugular, éstas
fueron extraidas con anticoagulante (EDTA) y se determind Selenio en ellas en un
periodo no mayor a 7 dias de extraida. Su concentracion se determin6é en forma
indirecta mediante la dosificacion de la actividad de la glutatién peroxidasa (GSH-
Px), segun Ceballos y col. (1999) utilizando un reactivo comercial Ransel de
Randox Laboratories.

Se determiné la concentracion de hemoglobina para expresar los resultados de
selenio en Unidades Internacionales por gramo de hemoglobina. La determinacion
de Hemoglobina se realiz6 por el método colorimétrico de la
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cianometahemoglobina  (Todd-Sandford-Davidsohn, 1988) utilizando reactivo
comercial de laboratorios Wiener.

Analisis de datos:

Fueron analizadas las variables de calidad de semen y variables de prefiez a la
ecografia.

Para las variables de calidad de semen, concentracion (millones spz/mL), volumen
(mL/eyaculado), movilidad masal y movilidad a la descongelacion y a las 2 horas,
fueron realizados intervalos de confianza del 9 5% para la media de concentracion
y volumen en la poblacion.

Para las variables de prefiez el modelo ajustado correspondié al de un disefio
completamente aleatorizado donde los tratamientos corresponden a un
experimento factorial 2x2. Un factor fue el método de inseminacion (cervical e
intrauterino) siendo el otro factor la suplementacion con selenio de los carneros
(suplementados y control). Los 4 tratamientos comparados son: Cervical *Fresco
+ Selenio; Cervical + Fresco = Control; Intrauterino * Congelado =+ Selenio y
Intrauterino + Congelado =* Control, siendo los efectos estimados: métodos de
inseminacion, suplementacion en interaccion entre ambos.

Dado que la variable de respuesta estudiada es la proporcion de ovejas prefiadas
en cada tratamiento (con y sin selenio), y ya que estas proporciones se distribuyen
en forma binomial, fue ajustado un modelo lineal generalizado.

Se realizaron comparaciones de medias entre los tratamientos por el método de
Tukey con un nivel de significacién del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION:
Animales:

En el inicio del ensayo en el grupo de carneros no se observaron diferencias
significativas (p>0,05) entre las medias de los tratamientos de selenio y control
para las variables estudiadas como son circunferencia escrotal y condicion
corporal.

Tabla 7: Promedio de condicion corporal y circunferencia escrotal para el grupo de
carneros control y selenio.

Tratamiento Condicion Corporal Circunferencia Escrotal
Control 3,6 31
Suplementado 3,5 31

p>0,05
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Dentro del grupo de ovejas de cria no se encontraron diferencias significativas
(p>0,05) entre los tratamientos en cuanto a la condicién corporal al momento inicial.

Tabla 8: Promedio de condicidon corporal para cada grupo de ovejas al momento de
inicio.

Tratamiento Condicion Corporal
Cervical Control 2,89
Cervical Suplementado 2,91
Intrauterina Control 2,93
Intrauterina Suplementado 2,87

p>0,05
En ambos grupos estos resultados dejan de lado diferencias en los resultados
reproductivos por causa del estado de los animales analizados por tratamientos.
Calidad seminal:

La movilidad masal promedio de los dos grupos de carneros presentd valores
superiores a 3,5 y no mostrg diferencias significativas (p>0,05) al comienzo del
ensayo y tampoco a los 70 dias post-suplementacion.

Tabla 9: Movilidad masal a los 70 dias post-suplementacion.

Tratamiento Movilidad Masal
Selenio 3,5+/-0,51
Control 3,5 +/- 0,55

p>0,05

Al inicio no se observaron diferencias significativas (p=0.4918) en cuanto al
volumen eyaculado entre el grupo que luego fue tratado con selenio y el grupo
control, el volumen promedio eyaculado es de 1mL y 1,07 mL respectivamente. A
los 70 dias posteriores se encontraron diferencias significativas (p=0.0263) entre el
grupo suplementado y control, la media es 2,3 mL para el grupo suplementado
mientras que para el grupo control es 0,7 mL.
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Figura 2. Volumen eyaculado promedio en cada grupo al momento 1y 2.
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Antes de la aplicacion de Selfos plus® no hubo diferencias significativas (p=0.7676)
en la concentracion espermatica por eyaculado entre grupo suplementado y
control, la media fue de 4000 millones spz/mL y 4033 millones spz/mL
respectivamente. Cuando se evalud la misma a los 70 dias pos-administracion de
Selfos plus®, la diferencia fue significativa (p=0.0265). Los carneros
suplementados con Selenio, tuvieron mayor concentracion espermatica que los
carneros sin tratar (4097 millones spz/mL vs. 3960 millones de spz/mL).

4,150

4,100

4,050

4,000

3,850

Concentracion (spz/ml)

3,900

3,850
Control 1 Suplementado 1 Control 2 Suplementado 2

Figura 3. Concentracion eyaculado promedio en cada grupo al momento 1y 2.

La nutricion aparece como el factor dominante en controlar la actividad testicular,
las deficiencias en minerales y vitaminas afectan la produccion de semen. Es en la
pared de los tubos seminiferos donde se producen los espermatozoides y donde se
encuentran las células de Sertoli que regulan y coordinan la formacion vy liberacion
de espermatozoides. La literatura reporta la importancia de la suplementacion con
minerales y vitaminas sobre la produccién espermatica (Sapsord, 1951; Martin y
col., 1990) y mas especificamente se indica que el suplemento de selenio a la dieta
tiene un papel importante en la determinacién de la concentracion espermética y en
el nimero de células de Sertoli (Behne y col., 1996; Guzman-Marin, y col., 2000).

Para Fernandez Abella y col. (1993), de los factores ambientales que afectan la
calidad y la cantidad de semen, la nutricion es el Unico que lo hace
permanentemente, afectando el crecimiento testicular, y la calidad espermatica
enmascarando y/o reduciendo el efecto del fotoperiodo.

La condicion corporal de los carneros no varié significativamente durante el periodo
del ensayo

En cuanto a las dosis que se obtienen por eyaculado promedio no se observaron
diferencias significativas (p>0,05) al momento inicial para el grupo suplementado y
control. El grupo suplementado presenta una media de 50 dosis por eyaculado
mientras que el grupo control 54 dosis. En el momento final se observaron
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diferencias significativas (p<0,05) entre ambos grupos, el grupo suplementado tiene
una media de 118 dosis mientras el control 35 dosis. La dosis inseminante tomada
como referencia es de 80 millones de espermatozoides (Fernandez Abella, 2003).
Esto es muy importante, ya que sin modificar la fertilidad la suplementacion con
selenio puede permitir inseminar mas animales en trabajos a celo natural o
sincronizados con semen fresco.

Figura 4. Cantidad de dosis por eyaculado promedio al momento 1y 2.

Los resultados de calidad seminal obtenidos concuerdan con Marin-Guzman vy col.
(2000) y Kendall y col. (2000) que afirman que la suplementacion con selenio
mejora la concentracion espermatica. Alvarez y Storey (1984) también sugieren
qgue la suplementacién puede dar lugar a un aumento de la calidad del semen en
carneros de campo.

Después de la absorciéon intestinal, el Selenio es llevado al higado y vertido
nuevamente a la circulacién sanguinea, se distribuye en los diferentes érganos del
cuerpo y se almacena principalmente en los tejidos que contienen proteinas. Su
almacenamiento es de aproximadamente 60 dias (Krishnamurti y col., 1989; Yu y
Beynen, 2001). Por este motivo, la administracion de Selfos plus® influyé en la
calidad del semen obtenida a los 70 dias pos administracion

Los cambios producidos en la concentracion espermética y el volumen fueron los
determinantes del incremento en la produccién espermatica (concentracion X
volumen), lo que demostro el efecto del selenio en estas caracteristicas.

Al momento de la descongelacion (0 h), se observé que el semen del grupo tratado
tuvo mayor porcentaje de movilidad, 21 puntos de porcentaje mas que el semen del
grupo testigo (61,0 vs 40,0%; p<0,05). A 2 horas la movilidad de los
espermatozoides disminuyo, tanto para el semen del grupo tratado como para el
grupo testigo (40vs 28% respectivamente, p<0,05).
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CONCLUSIONES:

La suplementacion con selenio en épocas carenciales como es la primavera y mas
aun en nuestras condiciones de cria extensiva con suelos mayoritariamente de
basalto resulta beneficiosa. Este periodo de carencia de selenio en plantas también
coincide con el comienzo de la estacion de cria en la raza Merino Australiano y por
lo tanto un aumento en la tasa metabdlica en érganos reproductivos de los
carneros.

La fertilidad en ovejas inseminadas con semen congelado del grupo suplementado
fue significativamente superior al grupo control. Sin embargo, no se observaron
mejoras en la fertilidad de ovejas inseminadas con semen fresco del grupo
suplementado frente al control.

Con la administracion de Selfos plus® en carneros Merino Australiano, setenta dias
previo a la encarnerada, se obtuvo mayor volumen y concentracion esperméatica
respecto a un grupo testigo, y como consecuencia una mayor cantidad de dosis
inseminante.
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ANEXOS:

Suelos CONEAT del predio:

Oobsb GH VXHORV \ GHVFULSFLyYyO GH VXHORV SDUD HO HV
segun padron (MGAP-PRENADER, 2014):

DEPARTAMENTO NRO. SECC. SUP. CATASTRAL IND.
PADRON JUDICIAL  (Has.) PROD.

Salto 430 7 967.3506 42
Salto - 430

Grupo Indice Porc.
Il.lOb 30 88.71%
I‘12.12 149 7.14%

" B03.1 158 4.15%
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Descripcidon de grupos de suelos CONEAT:

1.10b: El relieve es de sierras con escarpas escalonadas y laderas de diseccion de
forma convexa; incluye pequefos valles. Las pendientes modales son de 10 a mas
de 12%.La rocosidad y/o pedregosidad varian de 20 a 30% pudiendo ser a veces
de méas de 30%.De 85 a 95% de la superficie de este grupo esta ocupada por
suelos superficiales y manchones sin suelo donde aflora la roca basaltica; el resto
son suelos de profundidad moderada. Los suelos dominantes son Litosoles
Subeutricos (a veces Eutricos) Melanicos, rodicos (Litosoles pardo rojizos).Tienen
una profundidad de 30 centimetros, aunque normalmente son muy superficiales
(menos de 10 centimetros); son de textura franco limosa a franco arcillosa, con
gravillas de basalto en todo el perfil y bien drenados. La fertilidad natural es de
media (en los Subeutricos) a alta (en los Eutricos). Estos suelos se encuentran en
las posiciones mas fuertes del paisaje (sierras con escarpas y laderas de diseccion
de mas de 6% de pendientes).Como asociados, ocupando pendientes menores, se
encuentran Litosoles Eutricos Melanicos (Litosoles negros) y Brunosoles Eutricos
Tipicos moderadamente profundos (Praderas Negras y Regosoles) y superficiales
(Regosoles).Ocupando pequefios valles y zonas codncavas, se encuentran
Vertisoles Haplicos (Grumosoles) de profundidad moderada y profundos. Los
suelos son de uso pastoril. La vegetacion es de pradera invernal, de tapiz bajo y
ralo, a veces algo abierto (en suelos asociados) y cerrados en los valles. Este
grupo corresponde con la unidad Cuchilla de Haedo-Paso de los Toros de la carta
a escala 1:1.000.000 (D.S.F.).Se distribuye en toda la region baséaltica, pudiéndose
mencionar como zona tipica, sobre Ruta 26, en las inmediaciones de Tambores.

12.12: Este grupo ocupa interfluvios ondulados de forma convexa, donde a veces
la rocosidad llega hasta 5%. Los suelos dominantes son Vertisoles Haplicos
(Grumosoles) y Brunosoles Eutricos Tipicos (Praderas Negras minimas). Como
suelos asociados, ocupando las pendientes mas fuertes se encuentran Vertisoles
Haplicos (Grumosoles), moderadamente profundos, Brunosoles Eutricos Tipicos,
moderadamente profundos (Praderas Negras superficiales) y superficiales
(Regosoles) y Litosoles Eutricos Melanicos (Litosoles negros a veces pardo
rojizos). El uso actual es pastoril agricola. En este grupo hay areas donde se puede
incentivar la agricultura, aunque los suelos presentan limitaciones. Se corresponde
con la unidad Itapebi - Tres Arboles de la carta a escala 1:1.000.000 (D.S.F).

B03.1: Esta unidad esta asociada a las grandes vias de drenaje de la regién
basaltica. Se trata de un sistema de planicies aluviales de pendiente de 0% donde
se distinguen dos tipos de terrenos, unos de forma general plana con vegetacion
arborea de galeria, vecinos a las vias de drenaje y otros, también de forma general
plana, vecinos a los primeros, aunque frecuentemente con meso relieve. La
rocosidad y pedregosidad son practicamente nulas. Los suelos correspondientes al
primer tipo de terreno (asociados dentro del grupo) son aluviales, generalmente
arcillo limosos, a veces franco limosos en todo el perfil, ricos en materia organica.
Se trata de Fluvisoles Isotexturales Melanicos. En el segundo tipo de terreno
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(dominantes dentro del grupo), los suelos son profundos, de colores negros que se
agrisan a los 50 cm y en ocasiones a los 200 cm., de texturas arcillo limosas, por lo
general con transicion gradual a sedimentos limosos. A veces presentan sobre el
perfil material aloctono y actual (deposiciones aluviales). Se trata de Vertisoles
Haplicos paracuicos/aerico/no Hidromorficos (Grumosoles). La vegetacion es de
selva aluvial tipica y parque con pradera predominantemente invernal y de tapiz
denso, asociada a comunidades hidrofilas uliginosas accesorias. Este grupo se
corresponde con la unidad Arapey de la carta a escala 1:1.000.000.
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