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A partir de esto, los doctores J. Riet, L. EcheaiquD Jaunsolo realizaron las primeras
investigaciones sobre la técnica. Son sin embakgd;ernandez Goyechea y el Dr. J. C.
Gutiérrez Fabre los primeros en trasladar la insaomdn del laboratorio al campo. A partir

del afio 1942 comienza a desarrollarse vigorosanteide(Duran del Campo, 1993).

La inseminacion artificial es un método en el celakemen es obtenido del macho y se
introduce en el tracto genital femenino mediansérumentos adecuados, evitando el contacto
entre animales. El uso de esta técnica permite mamel nimero de servicios por macho
(Salamon vy col., 1990). Esto es posible mediantedescuado fraccionamiento del semen
colectado. Con esto se logra un mayor aprovechamab# macho superior, acelerando el
proceso de mejora genética ya que logra cubrir magmero de hembras que en la monta
natural. La preservacion y dilucion del semen fageraln mas la eficiencia de la técnica y la

optimizacién de los machos (Gil y col., 2005).

Los distintos tipos de preservacion pueden consexivaemen por periodos cortos (semen
refrigerado) o largos (semen congelado). La dilicio refrigeracion no sélo permite
optimizar el eyaculado, sino que también traslatlanaterial de un establecimiento a otro sin
la necesidad de trasladar al animal con todo loegt® implica. La preservacion de semen en
forma liquida es una manera relativamente econopaca lograr ese objetivo, pero a medida
que el tiempo de preservacion aumenta, la viahili@otilidad individual) disminuye,
debido a que los espermatozoides experimentan oamdpie determinan una menor
longevidad (Gil y col., 2005).

El mayor avance en diluyentes de semen surgié kcdaseubrimiento de la yema de huevo
(1939) (Cavestany, 1994). El diluyente mas utilzgéra semen fresco y refrigerado es la
leche descremada ultrapasteurizada (UHT). Exiséenbien diluyentes comerciales que
agregan a las funciones de proteccion del equlibéicido-base y nutricion del

espermatozoide, la presencia de antibioticos ghien la proliferacion de gérmenes que

modifican la composicion del medio.

Debido al costo y a la dificultad de obtener dilhtgs comerciales, es que se buscaron
opciones mas accesibles como el caso de la ledwedeada ultrapasteurizada (UHT). La
importancia de este trabajo estriba en que eséenéc ampliamente difundida en el pais y al
comparar distintos diluyentes, se verad si existéarahcias entre ellos en cuanto a la
posibilidad de preservar el semen sin perder sacidg@d fecundante por un mayor periodo de

tiempo, evaluando en pruebas vitro diferentes parametros seminales correlacionados



positivamente con la fertilidad. Esto tendra reteva practica a la hora de llevar a cabo un
programa de inseminacion, ya que permitira sak@rdiluyente logra los mejores resultados.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Anatomia y fisiologia del macho

El aparato reproductor del macho es el encargada peduccion de los gametos, asi como
de su conduccion a los genitales de la hembra.destgpuesto por los testiculos encargados
de la produccion de espermatozoides y la hormonsacufina testosterona, los ductos

excretores y epididimos a quienes les esta encadanid tarea de conducir y madurar los
gametos, las glandulas anexas encargadas de agmggatantes elementos al eyaculado de
modo de diluir y dar volumen al material semindinalmente el pene y uretra que deberan

conducir esa masa seminal hasta los genitalestaariara (Duran del Campo, 1993).

Escroto, testiculos y epididimos:

Las gonadas descienden durante la vida fetal aventidulo del abdomen llamado escroto
gue en esta especie es pendular y se encuentrpendidas por el corddn testicular. Las
partes del escroto empezando desde el exterioftaspiel con lana provista de glandulas
sudoriparas y sebaceas. Adherido a la cara intlerteapiel esta el dartos, estructura muscular
que origina el tabigue escrotal el cual dividesareto en dos bolsas, una para cada testiculo.
La tanica vaginal envuelve las gonadas y los epidid. Los testiculos estan cubiertos por
una membrana fibrosa llamada tunica albuginea gatete las venas y arterias testiculares.
Esta membrana recubre el parénquima de los testiqdelgadillo, 2004). La funcion
fundamental del escroto aparte de proteger losicidss de agresiones externas es
proporcionarle a estos una temperatura ambient8 2Cainferior a la existente en el interior
del abdomen, acordando una condicion adecuadauparaorrecta espermatogénesis (Duran
del Campo, 1993). La regulacion de la temperatareealiza a través de un intercambio de
calor a nivel del plexo pampiniforme entre la sangenosa y la arterial, y por la capacidad

del dartos para contraerse y acercar las goénadagigdo (Delgadillo, 2004).

La tanica albuginea emite trabéculas que, dirigigéachacia el interior del érgano, dividen al
testiculo en numerosos l6bulos. Rodeando estosollyuen medio de ellos se encuentra un
tejido especial -tejido intersticial- en cuyo seoagrupan las células de Leydig, encargadas
de producir la hormona masculina testosteronal Enegior de cada I6bulo nacen los tubulos
seminiferos, integrados por capas concéntricagldéas que a través de sucesivas divisiones

se transforman en dltima instancia en espermategdduran del Campo, 1993).
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En la membrana basal del tibulo se encuentran dadas mioides encargadas de la
contraccion del mismo, asi como también célulaggidas a fibroblastos (Bielli, 2002).
Ademas se encuentran las espermatogonias (célelés Ilthea germinal), células diploides
que dan origen a los espermatozoides haploidescédlatas de Sértoli se encuentran dentro
de los tdbulos, sostienen las espermatogonias netaacfluido que permite transportar los
gametos a la luz tubular (Delgadillo, 2004). Edfdmilos drenan, hacia el centro del testiculo
en tubulos rectos y desde éstos a una red de dosdlanadaete testida cual se comunica
con la cabeza del epididimo (Salamon y col., 19@@)ando los espermatozoides salen del
testiculo son inmaduros, inmdviles e incapacegdenidar. Pasan al epididimo a través de los
conductos eferentes. El epididimo es un érganolduladherido al testiculo y se divide en
cabeza cuerpo y cola. La maduracion de los esperoides, es decir la potencialidad de
desarrollar motilidad progresiva, condensacionaderdématina del nucleo y modificacion del
acrosoma, estabilizacion de las proteinas estalegyr cambios de la superficie de la
membrana plasmatica y la migracion de la gota keitopatica de proximal a distal, se
efectian en la cabeza y el cuerpo, mientras qua eola se almacenan las células maduras
(Cooper, 1996; Yanagimachi, 1994, citado por Gjl2002). El conducto que transporta los
espermatozoides desde la cola del epididimo aglmaufconducto central del pene) recibe el
nombre de conducto deferente (Salamon y col., 1990)

Glandulas anexas:

Los dltimos 3 0 4 cm de cada conducto deferent@olias, son mas gruesos y sirven como
organo de almacenaje de los espermatozoides ptwscoeriodos (Salamon y col., 1990).
Este es el principal sector secretor que aportgpaestos que se integran al plasma seminal y
son secretados fundamentalmente durante la eyamulaca fructosa aportada por las

ampollas serd el sustrato energético exético masdamte (Mann, 1974).

Las glandulas anexas (vesciculares, prostata yobrdlrales) vuelcan su secrecién en la
uretra, suministrando un vehiculo liquido isoosmpkra el transporte durante la eyaculacion
(Garner y Hafez, 1987; Harper, 1994; citado por X5il2002). Las vesiculas seminales se
encuentran situadas a cada lado de la parte pstiernsal de la vejiga y son las responsables
de secretar la mayor parte del liquido seminalpidstata es la Unica glandula anexa impar y
se encuentra situada sobre el cuello de la vdjgs.glandulas bulbouretrales estan situadas

en la region caudal de la uretra (Delgadillo, 2004)
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La fructosa y el &cido citrico son las secrecianés importantes de las glandulas vesiculares.
Los iones mas abundantes del plasma seminal sendé& y el potasio, y los de menor

medida zinc, cobre y hierro. Otro componente dasmpla seminal son: prostaglandinas (E y
F), enzimas (fosfolipasas, fosfatasas, glicosidasés) Otras proteinas asociadas a la
fertilidad (osteopontina, etc.), péptidos y amindaés (acido glutamico, serina, alanina, etc.),
fosfolipidos (colina, etc.), lipidos (colesterogstosterona, etc.), carnitina, acido piravico,

lactico y ascorbico (Mann, 1974).

Pene y prepucio:

El pene y el prepucio son los Unicos 6rganos gberde manipularse a efectos de extraer
semen; el pene del carnero es un organo fibroetastnstituido por un tejido cavernoso
extremadamente irrigado por abundantes vasos setguiSus funciones fundamentales son
la deposicidn del eyaculado en el aparato genitdd dveja, mas precisamente en la vagina y
segundo la expulsion de la orina. La raiz del dmgse inserta en los laterales del arco
isquiatico, mientras el cuerpo queda suspendiddgsoligamentos suspensorios y el glande
se proyecta libremente hacia adelante. Inmediatiemdetras del escroto puede notarse la
flexura sigmoidea, que le permite al érgano cuaesdta retraido, guarecerse dentro del
prepucio y en momentos de la ereccion, protruirshacexterior, propulsado por el musculo
extractor del pene. Particularmente importantesafectos de la extraccion de semen, resulta
el glande y una proyeccion filamentosa proveniedee la uretra llamada apéndice
vermiforme. En momentos de excitacion sexual, lomeérosos vasos sanguineos del pene se
contraen, mientras los cuerpos cavernosos se lldeasangre, provocando la ereccion y
agrandamiento del 6rgano. Normalmente, el pene aeoe dentro del prepucio -que es en
realidad una invaginacion de la piel- no sobresdteal exterior como consecuencia de la

flexién sigmoidea (Duran del Campo, 1993).

Eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal

En el organismo la estructura que juega un papa mm@ortante como impulsor de la
actividad reproductiva, son un grupo de neuronasactividad neuroendocrina que sintetizan
GnRH, ubicadas en el area preoptica junto al hipid. Estas neuronas emiten proyecciones
hacia la eminencia media del hipotalamo para etrobmle la actividad secretora de la

adenohipdfisis. En la eminencia media la GnRH lesréida y transportada por medio del
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sistema porta hipotdlamo-hipofisario hasta la adgridisis. Es caracteristico que dicha

hormona se secrete de forma pulsatil. De esta malasr células gonadotropas de la
adenohipofisis liberan LH, cuya concentracion sameg varia de forma pulsatil directamente
relacionada a la secrecion de GnRH. También sealiB8H cuya concentracion en sangre
periférica es constante. Cada pulso de GnRH detarhailiberacion de otro pulso de LH. Los

niveles casi constantes de la FSH en sangre pegiféon adjudicables a su larga vida media,
ya que cuando se determinan los niveles de FSldregres portal, se encuentra pulsatibilidad.
Tanto la LH como la FSH regulan la produccion dengims y de hormonas testiculares
(Bielli, 2002).

Existen dos tipos principales de células respomsalle la produccién de hormonas del
testiculo: las células de Leydig y las de Sérta@iproduccion de testosterona por parte de las
primeras, esta regulada por la hormona LH y es impprtante para el mantenimiento de la
espermatogénesis. La desaparicion de la LH lleMa detencion de la produccion de
testosterona y la reduccion del tamafio celular (@pd971; citado por Bielli, 2002). Existe
un sistema de retroalimentacion negativa muy sknsbtre la LH y la secrecion de
testosterona. Esta llega a los tabulos seminiferoscesaria para la adecuada
espermatogénesis y especialmente para que tramscurectamente la meiosis (McLachlan y
col., 1995). También importante para el mantenimiele la libido, actividad secretora de los

organos sexuales accesorios y caracteres sexealagdarios (Bielli, 2002).

Mientras tanto, la célula de Sertoli es blanco parBSH, ésta induce la producciéon de una
proteina ligadora de andrégenos (ABP), cuya funciém mantener elevada las

concentraciones de éstos en los tubulos seminjfienpsrtantes para el desarrollo normal de
la espermatogénesis y actividad general de laadal Sértoli. Esta secreta ademas una
hormona llamada inhibina, la cual tiene un efearesor de la secrecion de la FSH actuando

en forma directa sobre las células gonadotrop#a kipofisis.

Examen androldgico

Durante cada periodo reproductivo un carnero sntee 30 y 100 hembras a monta natural y
si es utilizado en inseminacion artificial se puedabrir miles de ovejas. Por esto conocer la
capacidad o aptitud reproductiva de los carneradae®. El examen de aptitud reproductiva
mas importante es el que se realiza 60 dias pveswer ya que el proceso de

espermatogénesis dura aproximadamente dos mesas. éqtamafo testicular es
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determinante, ya que indica la produccién especadlin efecto cada gramo de parénquima
testicular produce 20 a 25 millones de espermatesqgior dia (SUL, 2011).

Examen objetivo general (EOG)

En este examen se obtiene la informacién necegaradeterminar la normalidad de todos
los 6rganos y sistemas del animal. Se sabe queuerlalteracion de la salud, puede
interferir con la normal realizacion de su actiddaproductora. En este punto se debera
prestar especial atencion al sistema locomototjcpéarmente al tren posterior, ya que el
macho al momento de la cépula descansa todo sugresos miembros posteriores; asi,
cualquier lesion de éstos impedira la copula naridealigual importancia son las alteraciones
de la columna vertebral asi como también lesiomesjes. Es de vital importancia que el
animal vea bien y camine bien. Se debe revisar,lmdm de eliminar del rodeo aquellos
carneros que presenten problemas de denticién ga@adada) o patologias congénitas como
prognatismo o braquignatismo. Ademas el examerncolioomo es de suponerse, incluira
toda la informacion obtenida en la historia clinodmano son los tratamientos, vacunaciones,

desparasitaciones, historia reproductiva y obsemas (Bustamante y Duchateau, 2005).

Examen objetivo particular (EOP)

Se debe evaluar en primera instancia la integriigrepucio, ver si existen soluciones de
continuidad o una posible postitis ulcerativa. Laiege procede a la extraccién del pene
descartando posible presencia de fimosis o parafgndalanitis y retencion de cuerpos

extrafios en el apéndice vermiforme (Frank, 2004).

En cuanto al escroto se comprobara la presenciadtierencias, escoriaciones, heridas,
aumento de temperatura, miasis, ectoparasitos, raandel grosor de la piel y edemas. En

areas calurosas se recomienda esquilar el esct@oesmucha lana (Frank, 2004). En cuanto
a los testiculos, éstos deben ser de igual tamag® deben desplazar sin problemas en el
escroto. Las gonadas se palpan a lo largo y defesemtar tono y firmeza adecuada (SUL,
2011). Estos deben ser firmes y elasticos. Se @stmminimo de 24 cm de circunferencia

escrotal, teniendo en cuenta que a mayor circumigxeescrotal, mayor produccién

espermatica (Frank, 2004).
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Luego se revisan las colas de los epididimos, ip@haeservorio del esperma. Se puede
palpar el cuerpo de los mismos hasta incluso lazatpero lo mas significante es la cola. El
tono de los epididimos es similar al de los tekikcSUL, 2011). Se debe verificar la
ausencia de anormalidades y reaccion al dolora $ola se encuentra con mayor tono, o si
existen asimetrias, se debe descartar la presdadaucella ovis(Frank, 2004), mediante

serologia (inmuno-difusién en gel agar).

Colecta de semen

Antes de colectar el semen de un carnero es ebesqgailar su abdomen y el prepucio y
lavarlo, para prevenir contaminacion. El lugar @edleccion debe ser preferentemente bajo
techo y libre de polvo.

Salamon y col. (1990) describen dos métodos dec@ole de semen denominados vagina
artificial y estimulacion eléctrica (electroeyaaiém). Es preferido el primero de los citados
dada su rapidez y limpieza, ademas no es estrgsamsel semental y proporciona un semen
de mejor calidad. Por el sistema de vagina aiifide puede recoger semen varias veces al
dia. La estimulacién eléctrica se debe usar cuaadwecise recoger semen de un macho que
no es posible entrenarlo a la vagina artificiate@aétodo tiene el inconveniente de producir
malestar en el macho, por lo tanto no se puede lfr@oeientes recogidas de semen. Por otra
parte, se contamina facilmente con orina durantee¢agida. El semen obtenido por este
método, presenta mayor volumen pero menor con@édrrgue cuando se obtiene por vagina

artificial (Marco-Jiménez F y col., 2005).

Mientras que Duran del Campo (1993), sostiene qusteeun tercer método de colecta
mediante la extraccion directa de la vagina devigao El carnero eyacula directamente en la
vagina, recuperandose el semen aspirandole corpipeta; el método es sencillo al no
necesitarse instrumental alguno, pero el mateg@dgido es escaso y muy contaminado con
fluido vaginal, no siendo apto para inseminaciarede en cambio ser Gtil para observarlo al
microscopio. Sobre este mismo método, Aisen y (2004) mencionan la existencia de
dispositivos o colectores vaginales de vidrio ogdena que se colocan en el interior de la
vagina de la hembra y permiten la copula libremefitenen la dificultad de que es muy
probable la pérdida de material y la contaminadié@iste con mucus.
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Vagina artificial

La vagina artificial es una imitacion de la vagiha la oveja, que proporciona el estimulo
térmico (temperatura) y mecanico (presion) pararéccion del pene y para la eyaculacion
(Salamon y col., 1990). Duran Del Campo (1993) dlesccomo esta constituida la vagina
artificial, consta de un tubo externo rigido o seigido, de vidrio, ebonita, metal o caucho,
de 15 a 20 cm de largo por 6 a 8 cm de didmeti@vas del cual se hace pasar otro tubo de
goma o de latex de menor diametro pero algo mgs harcuyos extremos volviendo sobre si
mismos se aseguraran a los dos extremos rigid@s)dieentre ambos un espacio vacio. En
un agujero practicado en el tubo externo se instaéavalvula, a través de la cual se echa
agua temperada. En uno de los extremos se intrath&ceopa, destinada a recoger el semen,
mientras que en el otro se podra -si se deseaicdube con glicerina o vaselina. La
temperatura del interior debera ajustarse entrg 46PC y la presion ocasionada por el agua
y/o aire debera ser lo suficiente como para estinlaleyaculacion, debiéndose tener presente
gue el exceso de aquella podra provocar una réterdgl semen en la uretra y posterior
pérdida del mismo, y una presion insuficiente padrénducir la eyaculacion.

La vagina artificial debera estar limpia, seca §m® s una misma vagina, sin limpiar, no se
debe utilizar para distintas recogidas de semesplis de cada uso se debe lavar, enjuagar
con agua destilada y secarla profundamente; shs® por el interior, una delgada pelicula de
alcohol al 70%, luego se secara mejor. Evitar do tnomento que el agua penetre en el tubo
interno, ya que puede ser la causa de mortandddsdespermatozoides (Salamon y col.,
1990).

Duran del Campo (1993) describe la técnica de esitra del semen. Deberan tenerse en
cuenta la sujecion de la oveja, la excitacion @ehero y las manipulaciones para lograr la
eyaculacion. En cuanto a la sujecion de la hensbitaien es posible extraer semen sujetando
la oveja por la cabeza, con carneros ariscos admultades para la monta es conveniente
inmovilizarla; en ese sentido es muy practico digpode cepos de madera -fijos o

transportables- que sujeten a aquellas y permitaniabrar con comodidad. También es

importante disponer de un foso al lado de dich@ cgpe permita al operador ubicar su vista a

nivel de los genitales y trabajar con mayor préaisi

En cuanto a la excitacion del carnero, el mismerasbstiene que la excitacién previa del
macho es muy importante y que se recomienda elkcitaediante distintos procedimientos

que incluyen, arrimarlo a los cepos de extracaonfemplar la extraccion de sus compafieros
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y fundamentalmente, realizar dos o tres falsas asoptevias. Todo eso redundaria en la
cosecha de un 20 a un 30% de mayor cantidad yadatld espermatozoides. McGrath y col.
en 1979 (citado por Duran del Campo, 1993) reaizavarios ensayos llegando a la
conclusion que, utilizando una oveja en celo conamiqui, el volumen de semen aumento
considerablemente aunque no su concentracion, nieterdo de cualquier manera un
aumento del 17% de espermatozoides colectados.igarmb concluyd que la estimulaciéon
visual no fue demasiado importante, aunque paceigeniente que los carneros contemplen

la extraccion de sus compairieros.

El otro punto que el autor considera importantdaetécnica de extraccion es la forma de
manipulacion para lograr la eyaculacion. Una veetaula oveja, excitado el carnero y
preparada la vagina, el operador deber situarst f@so y esperar a que se acerque aquel; es
probable que este lo haga con precaucion, olfakegdnitales, ensaye el reflejo vimeronasal
“flehmen” y comience a entrar en ereccion, asomaeddpene fuera del prepucio. En
momentos de efectuar el salto e intentar localizavulva, el operador debera tomar el
prepucio y desviar el miembro hacia la vagina iardéf, si las condiciones de presion y
temperatura son las adecuadas, el carnero daraeite fenvion -golpe de rifion- y la
eyaculacion se producird espontdneamente. Simmelute el pene en la vagina artificial y a
pesar de movimientos eyaculatorios ésta no se pepthabra que estimar que las condiciones
de la vagina no son las adecuadas y en consecuwwia que corregirlas. Si la temperatura
del medio ambiente es baja, se recomienda envtdderla vagina -incluida la copa- en un
saco térmico. Inmediatamente de extraido el senmmrrgborado a simple vista su aparente
buena calidad, la copa que lo contiene deberddserta para evitar la contaminaciéon y
colocado a temperatura de 15 a 20°C para su eu@usenediata. Segun Salamon y col.
(1990) una vez que el carnero eyaculd, se quipadsion de la vagina teniendo la precaucion
de que no salpique agua cerca de la copa contenadngkmen. Luego se debe etiquetar la
copa, protegerla a modo de evitar un shock térrgia contacto con la luz, taparla y

colocarla en un bafio maria a 30°C.

Electroeyaculacion

Aisen y col. (2004) sefalan que el semen se obfienenedio de un estimulador eléctrico via
rectal alimentado mediante 220 volts (con transémion reductor), por una bateria (12 volts)

o un dinamo. La sonda introducida en el recto p@eemas electrodos y proporciona
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descargas de 4-15 volts. Si la técnica se realmaectamente, el semen resulta de
caracteristicas similares al obtenido por vagitifiaal. De todas maneras, no es raro que por
sobre estimulo de las glandulas anexas, el eyacwad mas diluido 0 que se pueda
contaminar de forma accidental con orina. Esto,agloamal mayor estrés del animal en el
proceso, que permite solo 1-2 extracciones porcoiavierte a esta técnica en una alternativa
a aplicar sOlo en caso de que no se pueda exwaevagina artificial (animales inddciles,
imposibilidad no heredable para la monta, etc.).

Se coloca al macho en el suelo o en una mesa docstlre un lateral. Es necesario que la
zona del prepucio esté libre de lana y suciedacgadan contaminar el semen. Se introduce
la sonda en el recto hasta unos 10 a 20 cm (degpedwldel tamafio individual), procurando
no lesionar la mucosa, para lo cual se puede lbcmn unas gotas de agua o solucién salina.
Se exterioriza el glande y se sujeta el pene poésielel mismo (por medio de una gasa),
introduciéndolo en una copa colectora limpia, ses&ril y templada. Presionando la sonda
hacia el suelo de la pelvis, y a fin de estimudaerdeccion, se aplica 3 a 5 estimulos cortos de
1 a 2 segundos, separados 5 segundos entre sin(gviel exceso de secreciones de las
glandulas anexas). Luego se aplican 1-3 estimuéssprolongados (de 5 a 10 segundos) para

estimular la eyaculacion, recogiendo el semen enpa colectora.

Semen

Definiciébn y composicién

Salamon (1990) describe al semen como el liquidergéivo del macho, ya que contiene los
gametos masculinos (espermatozoides). Lo formarpdosipales constituyentes: el plasma
seminal (74%) y los espermatozoides (26%). El priconstituyente es definido como una
mezcla de liquidos secretados por las glandulagculases, los epididimos, conductos
deferentes y otras glandulas sexuales accesoiiassticulo no contribuye casi nada a la
formacion del plasma seminal. Dicho plasma tieag tunciones principales, en primer lugar
actia como vehiculo para los espermatozoides piaidsdolos desde el sistema reproductor
del macho, durante la eyaculacibn. En segundo Jugawe de activador a los
espermatozoides, previamente no mdviles; por Ultipporciona un medio rico en
nutrientes, tamponado, que colabora en manterserplarvivencia de los gametos después de

depositarse éstos en el aparato genital de la laembr
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El mismo autor sefiala que el plasma seminal dedaseros es un liquido opaco o claro,
aungue el semen puede ser de color blanco o crerdeba@o a su alta concentracion en
espermatozoides. El principal componente del plagmaagua (75%), aunque también
aparecen sustancias organicas e inorganicas quen gile protectores y nutrientes de los
espermatozoides. Este liquido es normalmente igamdnneutro. Las principales sustancias
organicas presentes en el semen de carnero sdostucsorbitol, inositol, acido citrico,

gliceril, fosforilcolina, fosfolipidos, prostaglamés y proteinas. La fructosa es la mayor

fuente de energia de los espermatozoides.

En cuanto al pH del plasma seminal, éste se mantiary proximo a 7 por un complejo de
sistema amortiguador. Este protege a los esperpidészde los cambios bruscos de pH que

deteriorarian la supervivencia de las células esgicas.

El segundo componente del semen son las célulasnegficas. Aisen y col., 2004, definen al
espermatozoide como célula haploide altamente edigada, cuya funcién es transportar
hasta el ovocito la informacion genética de su@epka organizacion de esta célula incluye
una cabeza (con su nucleo y capuchon acrosémiam)aycola (pieza intermedia, pieza
principal y porcion terminal). La cabeza y la cetaunen por una estrecha porcion, el cuello,

gue presenta cierta facilidad de ruptura.

Como ya se menciond, la cabeza estd materialmetggrada por el nicleo, en el que se
disponen los cromosomas, encargados de transpmrtaaterial genético paterno. Dichos
cromosomas estan integrados fundamentalmente folar desoxirribonucleico (ADN), al que
se le atribuye precisamente el papel de la tram@miereditaria. Las dos terceras partes de la
cabeza, estan cubiertas por una especie de capdemédminado acrosoma, cuya funcion
seria penetrar en las membranas exteriores deb dyuransportar ademas las enzimas

necesarias para facilitar esa tarea (Duran del Gafr§93).

El Dr. Duran del Campo, establece que el cuelldiene el centriolo proximal que es donde
se origina el movimiento. En su unién con la capesga originan 20 minusculas fibras
(flamento axial) que se agrupan formando 2 aniloscéntricos de 9 fibras cada uno, que
envuelven a su vez otras 2 fibras centrales y qalngandose hasta la pieza final, dan
estructura y forman el verdadero esqueleto de la. das 2 fibras centrales incluso se
prolongan aun mas terminando en la pieza finakeEjamiento y la contraccion de estas
fibras son las que producen en la cola el carati®yimovimiento de latigo que permite el

avance de la célula. La pieza intermedia esta itoiast por el filamento axial, se encuentra
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envuelto por una banda espiral doble. La piezacimah esta formada por las 20 fibras del
filamento axial (cada vez mas finos) y rodeada réirpdel centriolo terminal por una triple
banda espiral. El filamento axial en todo su redofr estd encerrado por una vaina
lipoproteica. La cola termina en la pieza finategrada solamente por las fibras sin banda

espiral y vaina.

Metabolismo espermatico

Salamon y col. (1990), describen que la energizsag@ para mantener la motilidad y
viabilidad de los espermatozoides procede de logaaes, especialmente de la fructosa,
presentes en el plasma seminal. La glucosa queiéambds metabolizada por los
espermatozoides, a menudo, se utiliza como compends los diluyentes. Cuando los
azucares son metabolizados por los espermatozsédesoduce dioxido de carbono (§O
agua y algo de &cido lactico.

El CO; en alta concentracion tiene el efecto de inhéimbtilidad de los espermatozoides y
puede ser utilizado como un medio de conservacersemen a corto plazo. El semen sin
diluir incubado durante largos periodos de tiempede acumular C{en cantidad suficiente
para inhibir la motilidad de los espermatozoides. dstos casos se puede recuperar la
motilidad diluyendo el semen con diluyente freszm lo que también se diluye el €&in
embargo, si se acumula acido lactico metabolicel semen, el pH puede descender y puede
reducir, irreversiblemente la viabilidad de losespatozoides. Consecuentemente el semen
se debe utilizar lo mas fresco posible.

Espermiograma

Se define como el analisis macroscopico y micrasoodel semen. A raiz del mismo se
obtienen datos del volumen, aspecto y pH asi cambien datos sobre la concentracion,
motilidad, morfologia y longevidad. El objetivo dste estudio es determinar si el semen del
carnero es apto para prefiar. La evaluacion nordigirel grado de fertilidad, simplemente
nos indica el estado de la muestra o eyaculadoasmhento de su coleccion. Solamente
podemos certificar o garantizar que un carneroceeaiderado apto o satisfactorio para la

reproduccion luego de un estudio exhaustivo ddgorenos tres muestras seminales. Todos
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los materiales y equipos a usar para dicha evd@nadeberan estar secos, libres de polvos,
detergentes y a temperaturas entre 35 y 37 °C (RlalaCampo, 1993).

Andlisis macroscopicos

En primera instancia se debe evaluar el color gl@ del material colectado. Debera ser
evaluado en el mismo tubo de colecta e inmediatsmds obtenido. Lo normal es blanco-
cremoso. La presencia de sangre dara al semeroloraadn rosacea. Las coloraciones gris
o parda son indicadores de contaminacién o alguase cde infeccidbn en el sistema
reproductor. Los eyaculados normales son inoddtaspresencia de orina existird un olor
caracteristico ademas de que la coloracion seréosneriensa, esto es una posibilidad
bastante corriente al utilizar la electroeyaculacdmo método de coleccion. En cuanto al
volumen, se puede medir directamente en el tub@ctsgida si éste se encuentra calibrado.
Cuando la recogida se hace con vagina artificighremedio de volumen es de 1.0 mL.,
variando de acuerdo con la edad, estado sanitaniatitivo, régimen sexual, excitacion,

volumen testicular, etc. (Duran del Campo, 1980).

Otro aspecto a analizar de manera macroscoépida, rasvilidad de masa. Segun Duran del
Campo, éste resulta en el mas importante a coasider el semen del carnero. Para
observarla, el tubo o copa recolectora deberasasgenidos a la luz (cuidandolo de los rayos
solares) debiéndose mantener la vista fija a muta abstancia de aquella. La movilidad en
masa resulta de tres factores: intensidad de lalidexy;, cantidad total de espermatozoides y
porcentaje de células vivas. Cuando ésta es infansado de ejemplo un eyaculado de 3 mil
millones de spz/mL con un 80% de elementos vives)a posible apreciar en el material
recolector la presencia de verdaderas ondas u qulasse forman y deshacen girando

enérgicamente. En eyaculados menos concentradgbasdindas no son tan notorias.

Por ultimo, Aisen y col. (2004), consideran al pino otro aspecto macroscopico importante
a evaluar, si bien es una prueba bioquimica. Ehgirhal del semen es de 6,8.

21



Andlisis microscépicos

Un importante aspecto a considerar es la motildedos espermatozoides. Esta se define
como la forma de desplazamiento del espermatozpigddiendo ser progresiva cuando se
dirige rotando su cabeza hacia adelante; de reswooeando por anomalias se dirigen hacia
atrds; oscilante cuando gira sin avanzar y vibiateuando esta animado de simples
movimientos de este tipo. De todos estos, el umowimiento util es el progresivo (Duran
del Campo, 1993). Otros autores mencionan como miemio Util el progresivo rectilineo

uniforme.

Se coloca una gota de semen sobre un portaobjetpso] seco y templado (37°C), se
observa la onda con pocos aumentos (40x o 100xd. ¢dmocer la motilidad individual es
necesario utilizar un cubreobjetos. La proporci@enedpermatozoides moviles es utilizada
para semen que ha sido diluido. En este casoanibs el gran aumento del microscopio
(400x). El operario debe visualizar varios camposgalprar la proporcion (porcentaje) de
espermatozoides que son moviles, esto es los gueiseen hacia adelante (Salamon y col.,
1990). Por porcentaje de motilidad se entiende datidad de espermatozoides con
movimiento progresivo existente en 100 células &@burdel Campo, 1993). Si la
concentraciéon de espermatozoides es demasiado, qmrsaobservar los espermatozoides

aislados, la muestra se debe diluir, en la fornmaerde, con un diluyente adecuado.

La motilidad individual también se puede medir lueg un tiempo (1, 2, 4, 6, 12, 24 horas)
de haberse extraido una muestra, medida que seecoamo termorresistencia. Esta presenta
mayor correlacion con la fertilidad, con valores@é4, 0,75 y 0,81 para 1, 6 y 24 horas

respectivamente (Aisen y col., 2004).

Al mismo tiempo que se determina el porcentaje dgliolad espermatica puede valorarse la
intensidad del movimiento o vigor. El mismo se iflea en una escala que va del 0 al 5
(Aisen y col., 2004).
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Cuadro 1. Escala de clasificacion de las caratitxgsde motilidad seminal

VALOR CARACTERISTICAS

0 Espermatozoides inméviles o muertos

Espermatozoides sin movimiento progresivo, girasmme Si mismos
Espermatozoides con movimiento anormal 0 eventudhkr@ogresivo
Espermatozoides con movimiento progresivo lentmyaso

Espermatozoides con movimiento progresivo muy @pid

g b~ W N B

Espermatozoides con movimiento progresivo y eneérgic

Otro parametro a determinar es la concentraciéasgermatozoides, que se define como el
namero de espermatozoides por unidad de volumeméimente expresado en ml), es muy
importante ya que la relacion de dilucién depenéeelia. EI semen de carnero de buena
calidad contiene 3,5-6,0 mil millones (3,5 — 6,018° de espermatozoides/ ml). La
concentracion de espermatozoides puedes ser valpoaicensayos basados en la consistencia
del semen, o por el uso de un hemocitometro, co&ird o contador electronico de

particulas. Los diferentes métodos varian en sdeajy seguridad.

El método del hemocitometro es el mas lento peroas seguro. Este consiste en una camara
de contaje (camara de Neubauer) la que se llenaucardilucion del semen con solucién
salina al 3% (Salamon y col., 1990). La funciériadilucion es matar a los espermatozoides

sin aglutinarlos, lo que permite el contaje de®stola camara.

El examen morfologico del semen es una prueba déatode calidad. Cada eyaculado
contiene una serie de espermatozoides anormalessipla proporcién de éstos es muy alta
entonces nos encontraremos ante un semen de tdidaie. Los espermatozoides anormales
se pueden detectar en un frotis de semen tefigana@o en un portaobjetos. Estas son tareas
que consumen bastante tiempo por lo que es impahtdi realizarlo en cada eyaculado, a
nivel de campo. Este examen tiene verdadera impuéaan el estudio de la valoracion del
semen especialmente cuando la movilidad se eneuafdéctada y el aspecto general de la
muestra es pobre (Duran del Campo, 1993). Las nagegtie contengan mas de un 15% de
anomalias no deben usarse en un programa de irs@amnartificial. Las anomalias
espermaticas pueden ser primarias (se originanntduda espermatogénesis), secundarias
(durante el paso en el epididimo) o terciariasgduee la eyaculacién y manejo) (Aisen y col.,
2004).
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Otro aspecto importante es la determinacion detgmaje de espermatozoides vivos y
muertos, utilizando la tincién de eosina-nigrosice.eosina es absorbida exclusivamente por
células muertas, no siendo en cambio retenida g®wivas. Esta técnica es mas util en

muestras aparentemente pobres (Duran del Camp®).199

Existen otros métodos de evaluacion dentro de Uades encontramos los tests biolégicos
incluyendo la valoracién del porcentaje de prefigzgd de una inseminacién y de la
resistencia del espermatozoide y viabilidad. Hagna@s pruebas bioquimicas, en las que se
encuentran la valoracion del coeficiente respiratodel indice de fructolisis, poder
deshidrogenante y acidez. La mayoria de estas gswberan llevarse a cabo en laboratorios
a causa de su complejidad, no resultando métodmsiqus para el medio rural. Su utilidad es

generalmente mas cientifica que practica.

Estrategias de preservacion

Segun Aisen (2004), el semen obtenido y evaluadocapto, requiere el procesamiento
adecuado para garantizar la capacidad fecundanies despermatozoides durante el tiempo
qgue hay entre la eyaculacion y su utilizacion parir a la hembra. El esperma eyaculado no
sobrevive durante largos periodos, a menos queaganhafiadido agentes protectores, los

diluyentes.

La estrategia mas comun para prolongar la vidaoslespermatozoides es la de disminuir o
detener el metabolismo en forma reversible, de ntpaouna vez dispuesta la inseminacion
ocurra la reactivacion de los procesos necesarava f[a fecundacion. Controlando la
temperatura se reducen los procesos enzimaticotisrados en el desarrollo de la motilidad
espermatica, pero hay evidencias de que ocurrems atmodificaciones fisioldgicas y
estructurales que no son totalmente reversibleas BEwdificaciones son consecuencia del
manejo aplicado al semen determinando un dafiodideirisico, bioquimico vy fisiologico al
espermatozoide, perdiendo competencia para solaellls procesos necesarios para

alcanzar el sitio y el proceso de fecundacion (Hamstedt y col., 1990).

El semen podra procesarse para tres usos basetnsensn estado fresco, puro o diluido (de
30 a 37°C, por no mas de 90 minutos); semen reddge(de 5 a 15 °C, hasta 12-24 horas);
semen congelado (-196 °C, por tiempo indefinida3€A, 2004).
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Semen fresco

La inseminacion con semen recolectado recientemeiieun descenso térmico para su
conservacion, es posible solo cuando ambos procegospractican en el mismo
establecimiento. Una vez obtenido el eyaculadajet®ra mantener en un bafio maria a 30
°C, evitando cambios térmicos (en especial si #igaupuro). EI semen fresco puede usarse
puro o diluido. (Aisen, 2004). En este caso, elydihte se utiliza principalmente para

aumentar las dosis y servir mas hembras.

Semen refrigerado

La preservacion a bajas temperaturas, 5 °C restd#teuada para periodos entre 12 y 24 horas
(Salamon y col., 1990). La fertilidad tras la ingemeion artificial declina en relacion al
tiempo de preservacion del semen, siendo mas nmartaho de las 24 horas de
almacenamiento, debido a que los espermatozoidesrimentan cambios que determinan

una menor vida media (Maxwell y Watson, 1996).

Salamon y col. (1990), establecen que se debea ke§&C en 2-3 horas, debiendo ser gradual
el descenso. Se debera poner especial atencidritenun descenso rapido desde 18 a 5 °C,
ya que, en este margen de temperatura los espeoitis son especialmente sensibles al
shock por frio. Es importante que el semen se mgat@recisamente a esa temperatura,
durante todo el tiempo que demore su almacenaempératuras superiores de 5 °C, la
motilidad y metabolismo de los espermatozoidessténesuficientemente inhibidos.

El periodo maximo de conservacion para obtener radog aceptable de fertilidad por
inseminacion cervical, es de 24 horas. Si el seteetarnero se deposita quirdrgicamente en
el utero (inseminacion intrauterina), su grado eldilizacion, conservado a 5 °C, aumenta
considerablemente, hasta 6 dias después de almdac&@ encima de esta cifra comienza a
declinar y el semen conservado mas de 10 dias npaesma pérdida de la fertilidad
francamente alta, con lo que parece que este ti@m@b periodo maximo en que las células
espermaticas mantienen su capacidad fecundantgilizacion de la técnica de inseminacion
intrauterina (por laparoscopia) puede, por lo tanttlizarse hasta 6 dias después de

conservado el semen.
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Semen congelado

Gil y col. (2005) mencionan que la congelacion eman es la que despierta mayor interés
por el potencial impacto que tiene para los progsade mejoramiento genético, comercio de
semen, formacién de bancos de semen, como “segural@’ de reproductores valiosos, y en
la produccion de embriones (dosis de alto valoa ji@eminar hembras en superovulacion y
transferencia de embriones). Puede considerarseelueetabolismo espermatico queda
detenido en el semen congelado, y aunque se hatatiiealgunos cambios a nivel molecular,

éstos se han manifestado en detrimento en ladeadi(Salamon y Maxwell, 1995).

La fertilidad relativamente baja del semen congglatbspués de la inseminacion cervical,
esta relacionada con la reducida viabilidad deetgpermatozoides congelados-descongelados.
Existen muchas dificultades para obtener suficipotdacion de espermatozoides viables en
el cérvix y su transporte a través de éste y adagb(para llegar al oviducto. Se ha encontrado
una solucién practica al problema de obtener budndices de fertilidad con semen
congelado de carnero, la cual consiste en la imsmdn intrauterina con la ayuda de un

laparoscopio.

Diluyentes

Los diluyentes son compuestos quimicos, o conjdatsustancias que preservan la viabilidad
y fertilidad del semen a la vez que posibilitarpeicesamiento de un nimero previamente
establecido de espermatozoides, acondicionado eases adecuados, de un tamafo

conveniente (Cavestany, 1994).

Salamon y col. (1990), mencionan que la dilucioh s#emen se realiza por razones tanto
técnicas como biologicas. En cuanto a las razod@scdas, los autores expresan que en la
inseminacion natural se depositan miles de millae®spermatozoides en la vagina de la
hembra. Sin embargo, de este gran niumero solaraeote100 a 140 millones atraviesan el
cérvix. Cuando se utiliza la 1A, tanto el volumea thseminacion como el numero de
espermatozoides que contiene, se reducen sustaanial al compararlo con la inseminacion
natural. El limite inferior, generalmente aceptamono resultante de un buen indice de
fertilizacion, tras la 1A cervical, es de 100 milks de espermatozoides por dosis inseminante,

de esta forma se puede inseminar un gran numehrerdbras con tan solo un eyaculado.

26



El volumen adecuado para la inseminacion cervisalee0,05-0,20 mL; si se utilizara semen
sin diluir este volumen contendria un niumero deemsptozoides superior al deseado. El
problema de reducir el niumero de espermatozoidies dosis requerida, manteniendo un

volumen adecuado, se soluciona mediante la diludgbisemen.

En cuanto a las razones bioldgicas, los diluyerapsopiados proporcionan a los
espermatozoides nutrientes, sistema amortiguadtws acambios de pH y un ambiente
isotonico. Ademas, protegen a los gametos del shieckfrio cuando son enfriados y
conservados asi, o contra las injurias de la caogel, ya que el plasma seminal le

proporciona al espermatozoide una proteccion loaitontra los cambios de temperatura.

Principios y componentes basicos

Temperatura: la actividad metabdlica es proport¢iada temperatura absoluta de modo que
la disminucion de ésta es el mecanismo principed palentecer las reacciones quimicas y
prolongar la vida de las células (los espermat@zombnsumen 42 veces mas oxigeno a 37
que a 5°C). Al mismo tiempo que disminuye la terapga ocurren cambios en el ambiente
interno y externo del espermatozoide. La solulilide los gases en el ambiente externo
aumenta (el @se duplica y el C®se triplica), esto permite que una mayor proporcié la
actividad metabdlica total sea realizada a travébs rdetabolismo oxidativo. Si los

espermatozoides son enfriados a 5 °C sin un medieqgbor, sufren un shock de frio.

Energia: el requerimiento principal de energia elgbermatozoide es para mantener la
motilidad pero se requiere energia adicional phmaaatenimiento celular. Una simple fuente
de energia, como fructosa o glucosa (capaces detrperal espermatozoide) se debe
adicionar al diluyente para proteger las resermaimdelulares (la fructosa presente en el
plasma seminal se diluye considerablemente corxtiengidon). En ausencia de éstos, las
células pueden oxidar fosfolipidos intracelularesgque resulta nocivo para la misma. La
yema de huevo y la leche contienen glucosa asi aonos compuestos utilizados por el

espermatozoide.

Osmolalidad: se define como el nimero de particalespendidas como solutos en una
solucidn. Influye no solamente por la presion ostadde una solucion sino el punto al cual el
solvente se congela. Por lo tanto la disminucidnpdato de congelaciéon de una solucién

refleja su concentracion osmolal. Los espermat@sog® comportan como osmometros y son

27



capaces de grandes cambios de tamafo, dependiendotahicidad del medio en que se
encuentran. Si la tonicidad del medio se desvisiderablemente, los espermatozoides
pueden mostrar colas dobladas, nadar en circulmernyr. Los diluyentes elaborados para
preservar el semen deben ser isotdnicos bajo ladiactones de su empleo para no causar

dafios morfoldgicos o funcionales.

Los di y trisacaridos, los cuales no pueden seralbodizados por los espermatozoides,

contribuyen a mantener el balance osmotico, actuaadho sustito de electrolitos.

Buffers y pH: los espermatozoides necesitan setegidos contra una autointoxicacion

debida a productos acidos (acido lactico) derivadessu metabolismo. La motilidad y
fertilidad se preservan bien en yema de huevoheleon pH neutro.

Hay sustancias buffers y no idnicas disueltas eneglio para mantener la osmolalidad y el
pH. Entre éstas se encuentran: citrato de soddfdto), TRIS, TES, TEST (TRIS+TES),
glutamato monoséddico, diferentes buffers con coadiomes de soluciones salinas o
carbohidratos y preparaciones a base de leche.

Inhibicién del crecimiento de microorganismos: toedios proporcionan un buen ambiente

para el desarrollo de microorganismos, los que @eguproducen productos que pueden ser
dafinos para los espermatozoides y que puedertanf@das hembras. Algunos organismos
se encuentran en el semen de machos sanos aumdicia@es asépticas de coleccion y
procesamiento. Es por lo tanto, una practica comm@decuada, incluir antibioticos tales
como penicilina y estreptomicina que podran usamtas a razén de 1000 Ul y 1000 ug
respectivamente a los diluyentes. No son necesariondo el semen se utiliza

inmediatamente de extraido, pero son Utiles endasonservacion del mismo.

Exclusion de materiales toxicos: los diluyentesetelser formulados no solamente para

prevenir la formacion de productos toxicos duragitealmacenamiento, sino que ademas
deben estar libres de sustancias que puedan siraslailos espermatozoides, tales como

metales pesados, de modo que debe emplearse sieguareestilada.

El agua destilada (o bidestilada) actia como stdvpara los componentes seminales y del

diluyente.

“Efecto diluyente”: la dilucion de los espermataiss, particularmente en medios sintéticos,

declinan su motilidad en una relacién directa tasa de dilucion. Las causas de este efecto,
parecen ser debidas a una pérdida de componentespmEmatozoide en presencia de un

medio muy diluido. Por otra parte el semen debaerszclado con una cantidad suficiente de
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diluyente de manera que la concentracion inicia¢sjgermatozoides sea diluida hasta legar a
un nimero deseado de espermatozoides para unargesisnante.
Para reducir este “efecto diluyente” es que seglega agentes protectores tales como

macromoléculas, presentes en productos naturates gema de huevo o leche.

Proteccion de los espermatozoides contra el shedkiat cuando los espermatozoides son

enfriados a 5°C, estan sujetos a un shock de didatpcta la membrana plasmatica y causa la
pérdida de enzimas intracelulares, lipoproteinagagio, ATP y otros materiales de las
células. Mas aun, la motilidad disminuye y las sada pueden doblar. Si los espermatozoides
son enfriados lentamente, especialmente por deleajos 20°C, el dafio es menos severo, lo
gue indica que ocurren cambios internos y extemnam ritmo que permite a la célula
ajustarse a la caida de temperatura. El medio fedsv® para proteger los espermatozoides
contra los efectos del enfriamiento es la lecitipemteinas, lipoproteinas y compuestos

similares presentes en la yema de huevo o leche.

Concentraciones aproximadamente del 20% de yerhaale® son comunes en la mayoria de
los diluyentes, actua previniendo el shock dedrtcavés de sus constituyentes (lipoproteinas,

fosfolipidos y lecitinas).

En el caso de la leche (entera o descremada),skinzaes la sustancia responsable de la
proteccion contra el shock de frio (Cavestany, 1994

Diluyentes naturales

Diluyentes a base de leche: la fraccion proteieadina) de la leche es la responsable de las

propiedades de la leche como diluyente, las cuslesactuar como buffer ante cambios de
pH, actuar como agente quelante y proteger losrmespezoides durante la reduccion de

temperatura.

En condiciones de campo el diluyente de semen m@esible es la leche de vaca entera,
descremada o en polvo para reconstituir. En el dasatilizar leche entera, debido a su alto
contenido graso se dificulta su visualizacion atnoscopio, por lo que se recomienda retirar
la grasa de la superficie (nata) antes de su eateemnto (Salamon y col., 1990). Cualquier
tipo de leche que se utilice, debe ser sometida previo calentamiento a bafio maria, por
encima del punto de pasteurizacion, a 92-95 °@B@ol0 minutos (no debe hervir), con el fin

de inactivar las lacteninas de la fraccidon proteltigorocedimiento logra mejores resultados
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si se repite nuevamente a intervalos de 24 haradalizacion). Actualmente, en virtud de la
disponibilidad del producto ultra-pasteurizado (JHPpodemos obviar los complicados
tratamientos de inactivacion que son necesarias @atar el efecto nocivo de algunos de sus
componentes (Jones, 1972; Garcia y Graham, 1987actenina es un agente espermicida, al
calentar la leche se logra que ésta libere losagrsplthidrilos, eliminando probablemente su
efecto toxico (Cavestany, 1994).

Duran del Campo (1993), sefiala que la leche pateyads citratos, fosfatos y azlcares.

Existen otras sustancias naturales que han sitlpadfis para la dilucion del semen tales
como el aloe vera y la leche de coco, encontrandos® inconveniente la variabilidad en

calidad y cantidad del dltimo producto menciondeergandez Abella y col., 2001).

Diluyentes sintéticos

Los diluyentes mas comunmente utilizados pararddusemen de carnero, contienen como
amortiguador TRIS o citrato; como fuente de enegli@osa o fructosa; y para proteger la

membrana espermatica del frio la yema de huevo\{diy Salamon, 1993).

Los buffers organicos (TRIS) tienen una capacidadrortiguar los rangos de tolerancia de
los espermatozoides (pH 6,5-7,5) superior a lofelmifnorganicos (citrato) (Aisen, 2004). Su

funcidon principal es la de neutralizar el acidotim producto del metabolismo de los

espermatozoides. Estos buffers atraviesan las namabry también cooperan con el

equilibrio interno (Maxwell y Salamon, 1993). Ekefo del TRIS ha sido comparado con el
citrato y la leche resultando superior que éstasl@hz y col., 2002).

Diluyentes en base a TRIS (hydroxymetil amino me@tares el principal componente

estudiado de los diluyentes para el almacenajesataen. Concentraciones de 10 a 50 mM
presentan bajo o nulo efecto sobre la motilidad etafmolismo del espermatozoide, pero
concentraciones superiores fueron reportadas casitiyas para el almacenaje (Maxwell y

Salamon, 1993; Salamon y Maxwell, 2000). Se hamddaido distintas combinaciones para
la elaboracién de un diluyente en base a TRISgesibargo Salamon y Maxwell (1990),

describen y recomiendan como diluyente en basel@ YRI agregado de acido citrico (como
antioxidante), fructosa (fuente de energia), yemawkvo (protector ante el shock térmico),

agua destilada y antibidticos.
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Diluyentes en base a citrato: El citrato es un aigueador de pH inorganico, es altamente

utilizado en la formulacién de diversos diluyensastéticos descriptos. Los mismos autores
recomiendan un diluyente sintético para semen deeaaen base a citrato de sodio, glucosa,

yema de huevo y agua destilada.

Agentes protectores de membrana

Como ya se mencioné el mayor avance en materialagedtes de semen, surgié con el
descubrimiento de la yema de huevo en 1939. Estdtaea través de sus constituyentes:
lipoproteinas, fosfolipidos y lecitinas, un excédeprotector de la membrana espermatica,
ademas de conservar la motilidad, la integridadosicnica y mitocondrial de los
espermatozoides; posee ademas glucosa para sdiyohizeida por las células y elementos
proteicos y vitaminicos otorgando finalmente urliesante grado de viscosidad que hace al
semen mas manejable. Resulta un elemento impréseinen casi todos los diluyentes
(Duran del Campo, 1993). Incluso, Salamon y Maxw000), describen que la accion
protectora de la leche se puede reforzar con leiGadde yema de huevo (5%) y glucosa
(1%). La glucosa se agrega con el fin de evitar pwgible reaccion de coagulacion de la
yema de huevo.

Jones y col. en 1972, reportaron que la inclusegaima de huevo en un 3% a los diluyentes
comerciales, reduce la frecuencia de cambios eacreisoma y en la pieza media de los
espermatozoides cuando éstos son refrigerado€aBe’todas formas, Watson y Martin en
1976, notaron una disminucion de la fertilidad gtegar un 6% de yema de huevo, en
comparacion con el agregado en una proporcion,8éb.1Esto coincide con lo descripto por
Gil y col. en 2003, que explican que en exceso,dpuser contraproducente en el
mantenimiento de la integridad ultra estructural elgpermatozoide, pudiendo afectar la
fecundacion o la normal descondensacion de la ¢noaauclear de la célula y alterar la
viabilidad del embrion.

Bosseau y col., en 1998, establecen que tantonta yie huevo como la leche, se encuentran
generalmente contaminados con bacterias 0 con fagrops. También sefialan que la
contaminacion bacteriana es peor en huevos conpmua® en frescos y que la adicion de

antibiéticos en diluyentes en muchas ocasionesiprse la contaminacion.
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Principales causas de la disminucién de la fertilad del semen almacenado liquido

Se ha vuelto evidente, que la preservacion de seim@arnero afecta de manera importante
muchos atributos de dicho material, tales como ddiligiad, la actividad respiratoria de la
célula, el estado de membrana y la calidad del ADbBnsecuentemente la viabilidad del
semen se ve disminuida y por tanto, su capacidatliznte, el transporte de
espermatozoides dentro del tracto reproductivoadeeimbra se ve inhibido, el tiempo de
fertilizacion del ovocito se retrasa y por eso sealterado el desarrollo del embrién en
comparacion con espermatozoides frescos. A pesquelese hayan establecido una amplia
variedad de métodos para el procesamiento, el almatento y la inseminacion, la fertilidad
es generalmente mas baja luego de la inseminaeiical con semen que fue almacenado

en comparacion con semen fresco (Maxwell y coP6)9

La principal causa de disminucion de la fertilidked semen conservado, parece residir en que
se altera la capacidad de transporte de los espmomdes, desde el cérvix al lugar de
fertilizacion. La motilidad de las células se comzi@ a perder a medida que transcurre el
tiempo de almacenamiento. 24 horas es el periodommaaceptable de conservacion para

semen liquido de carnero segun Salamon y col. §1990

El cérvix constituye la primera barrera para el neea espermatico. Una proporciéon
relativamente pequefa de las células depositadelscgificio del cérvix logran atravesar este
organo. Por lo que, una deposicion del semen ni&snpa al lugar de fertilizacion, mejoraria
los indices de fertilidad y minimizaria el envejeinto de los espermatozoides en el tracto
reproductor femenino. Una disminucion de la fetdti y un simultdneo aumento de
anormalidades en el desarrollo embrionario, sei@s@covocitos que fueron fecundados por
espermatozoides envejecidos. Ademas de la pocawatmcia de los espermatozoides en el
tracto femenino, la mortalidad embrionaria temprasaonsiderada como una de las causas
mas importantes de la baja fertilidad en ovejagyduee la inseminacion con semen
almacenado liquido. Muchos investigadores han tagorque un aumento en la mortalidad
embrionaria es proporcional al aumento de la daraaimacenamiento del semen en estado
liquido (Maxwell y Salamon, 1993), esto se explea una asincronia entre la edad del

espermatozoide y el ovocito al momento de la feacidah.

La membrana plasmatica del espermatozoide estmeite dotada con acidos grasos
insaturados y es por eso susceptible a dafios poxigacion (Jones y col., 1972). La

respiracion mitocondrial genera normalmente radgcale oxigeno, compuestos sumamente
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reactivos que pueden alterar la estructura del Apidteinas y lipidos de membrana. Las
células poseen mecanismos enzimaticos y compuestastores a fin de mantener un nivel
adecuadamente bajo de dichas especies reactivasgdmo (Aisen, 2004). A medida que los
espermatozoides van muriendo durante el almacentmiel pH del medio se va tornando
mas acido, lo que provoca una inhibicién de lavadd enzimatica de la célula. Resultando
en dafios peroxidativos a causa de los productte @spiracion. Es por eso, que se utilizan
buffers en los diluyentes, para controlar el pH owdio de preservacion. También es

recomendado el uso de antioxidantes para la pra&érede los dafios peroxidativos.

En situaciones naturales, tras la eyaculacionspérmatozoide es capacitado en el tracto
femenino (Yanagimachi, 1994; citado por Gil, J.020 Los procesos de enfriamiento del
semen previo al almacenamiento, y de calentamigari® su uso posterior, producen cambios
similares a la capacitacion fisiolégica, los cualeterminan desestabilizacion de membranas
conllevando a la reaccion acrosdmica y muerte asjt@ra posterior. Aunque la capacitacion
del semen se desencadene por procesos no fismdpgies probable que estos
espermatozoides adelantados en la capacitaciéarteng vida media breve en virtud de que
sus membranas se hallan relativamente mas des$iesidds que los no capacitados, y
propensos de continuar con el proceso de reacci@s@nica, espontaneo en este caso. El
hecho de que el semen refrigerado posea una viddameas corta debido a su estado
avanzado de capacitacion, provoca que el semera temgnos duracion en las zonas
posteriores del tracto reproductor de la oveja ¢emparacion con el semen fresco),
disminuyendo asi la llegada de los espermatozaadlesitio de fecundaciéon (Maxwell y
Watson, 1996).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis:

La motilidad individual de los espermatozoides yvaor se ven afectados durante su

preservacion por el tiempo, la raza, el métodoadecta de semen y el diluyente empleado.

Objetivo general:

Evaluar la eficacia de tres diluyentes (leche UH3salemada, leche UHT entera y un
diluyente comercial Verde® -IMV, Francia-) en senfisco (tiempo 0) y refrigerado a 5°C

por 4, 12 y 24 horas.

Objetivos especificos:

» Determinar si existen diferencias en motilidad govientre los distintos tipos de leche
UHT (entera o descremada).

* Determinar si el diluyente en base TRIS (Verde®V|Nfrancia-) se comporta de igual
manera que la leche.

» Determinar si la eficacia de los diluyentes endistse ve influenciada por la raza.

» Determinar si el método de colecta de semen afctiesempefio de los extensores

seminales.
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MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevo a cabo en el Campo ExperimeNtdl (Migues) de Facultad de

Veterinaria, ruta 108 km 12; paraje Ombues de Bewotar del departamento de Canelones.

Se recolectdé semen de carneros Corriedale (n=8¢Miff (n=6), todos adultos (6-8 dientes)
y clinicamente aptos. Estos fueron evaluados 68 giavios al ensayo mediante un
exhaustivo examen de aptitu--d reproductiva. Hidietse realizd en el periodo de marzo-

abril, correspondiéndose con la época reprodudVavino.

Figura 1. Rutina de extracciones

De los 9 carneros Corriedale se tomaron al azee B®sl cuales se obtuvo semen mediante
vagina artificial para formar 2 pools de 3 eyacatdada uno (un eyaculado por animal). A
los tres animales restantes se les colectd med&latdéroeyaculacion formando un pool

también de tres eyaculados (uno por animal). Exieedimiento se repiti6 a las 48 horas

obteniéndose en total 2 eyaculados por animal. téismue para la raza Milschaff se utilizd
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Unicamente vagina artificial tomando al azar 3 alains, uno por animal, para cada pool (2
pools en total). Esto se repitié a las 48 hordiatido un total de dos eyaculados por animal.
El pool fue realizado con el fin de minimizar ekeeb individual de cada macho, y se
realizaron dos colectas a cada uno para dismiawmftiacion entre eyaculados (Windsor,
1997).

Se utilizé6 un electroeyaculador manual, marca -IMV¥ancia-. EI mismo fue operado
mediante profesionales con experiencia en dicheidgclLa metodologia utilizada fue una
serie de impulsos crecientes en tiempo, y no emgidad. La misma metodologia para todas

las muestras.

Se evaluaron caracteristicas macroscopicas del ns@htnido observando color, olor,
motilidad de masa (subjetivamente) y volumen (graagraduada). Con el semen considerado
apto se realizo el pool. Las caracteristicas neiessaara considerar apto al eyaculado fueron:
presencia de motilidad de masa, color blanco-crepmer sui generis y un volumen de 0,75
— 2 mL. Las muestras se mantuvieron en bafio m&%& hasta su evaluacion microscépica
para evitar el shock de frio de los espermatozoilesmenos de 10 minutos el material se

encontraba en el laboratorio para proceder al estied mismo.

Luego se procedié a la evaluacidon microscopicaadenuestras (pool). Para calcular la
concentraciéon de cada una de las muestras sedutitia pipeta de Potain logrando una
dilucion 1/200 (semen/formol salino bufferado). &ago la camara de Neubauer y se
contaron los espermatozoides (Aisen, 2004). Paerdmar la cantidad de espermatozoides
por eyaculado, se multiplicé la concentracion (adat en camara de Neubauer) por el
volumen. Se prosiguié con la evaluacion de lossoprarametros en aquellos casos en que la

concentracion fue mayor o igual a 3 ¥ #8permatozoides / mL.

El pool se dividio en tres partes iguales y se guata hacer la dilucion. Esta fue a razén de

2:1 para los tres diluyentes en estudio.
Diluyente A: leche entera UHT sin adicion de arddtiizios ni yema de huevo
Diluyente B: leche descremada UHT sin adicion déaiticos ni yema de huevo

Diluyente C: Diluyente comercial Verde® -IMV, Fraac Este es a base de TRIS. Antes de

ser utilizado se le agrego 20% de yema de huesodre
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Una vez realizadas las diluciones se obtuvo ucaath de cada pool para la evaluacion de la
motilidad individual, la misma se colocd sobre uart@objetos y se cubrid con un
cubreobjetos. Esto se coloco sobre una platinaidarque mantenia la temperatura a 37 °C.
Se visualizé en microscopio Optico de vision daegtimero a aumento 100x y luego 400x.
Se estimé el porcentaje de espermatozoides mdtiésniéndose mediante la observacién de
gue proporcién de espermatozoides se movia en dén@mos. Se realizé el promedio de 4

observaciones realizadas por cuatro operadorestdsst

Al mismo tiempo que se midio el porcentaje de nuzd espermatica se pudo valorar el tipo
de movimiento o vigor, brindandose valores del B ghisen, 2004). También se realizaron 4

mediciones y el resultado se obtuvo por el promdditas mismas.

Las muestras se envasaron a granel sin camararele ehi enfriamiento fue realizado
paulatinamente y se mantuvieron refrigeradas aesf@na heladera previamente calibrada y

controlada mediante una termocupla.

Pasadas las 4 horas se procedi6 a extraer 0,5 maddemuestra de la heladera, templarlas a
bafio maria a 35 °C durante 10 minutos y procetiee@aluacion de la motilidad individual y

el vigor de la misma manera que se realizd enilagpa instancia.

El procedimiento se repitio a las 12 horas y 2fboras de extraida la muestra.

Anédlisis estadistico:

La motilidad y vigor se analizaron mediante anslide varianza (Proc GLM, SAS),
utilizando como variables independientes motilidagigor, mientras que como variables
dependientes el diluyente, la raza, el método deccidn, el tiempo y su interaccion. Las
medias se compararon por el método LSD tomando &&to cdiferencia estadistica. Los

resultados se expresan en medias + e.e.m.
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RESULTADOS

Se realizaron las interacciones raza-diluyente tpdwéde coleccion-diluyente no obteniendo
diferencias significativas en ellas, por lo quepsecedié a estudiar las otras interacciones
posibles graficadas a continuacion.

La motilidad individual segun el tipo de diluyentilizado se muestra en la figura 2.
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Figura 2: Porcentaje de motilidad a las 0, 4, #2h@ras segun diluyente (Diluyente A: leche
entera UHT, Diluyente B: leche descremada UHT, yaihue C: Diluyente comercial Verde®
-IMV, Francia-).

Los diluyentes A y B se comportaron de manera whSitica, registrandose diferencias

significativas (p<0,05) con el diluyente C, que ptra parte mantuvo mejor la motilidad en el

tiempo.

La motilidad inicial (tiempo 0) fue cercana al 708itmilar para los tres diluyentes (p>0,1). Se
observé una disminucion de la motilidad en funcdiel tiempo independientemente del

diluyente utilizado. El vigor mostr6é una curva damial pardmetro anterior comenzando para

las tres variables en valores cercanos a 4,0 pustos! tiempo 1 (4 horas) no se observaron
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diferencias entre los diluyentes A y B (p>0,05).r8gistr6 una motilidad de alrededor del
40% y un vigor por debajo de 3,0, mientras que grcontraron diferencias de ambos con el
C (p<0,05), que mantuvo valores por encima del y08sededor de 3,5 puntos de vigor. A
las 12 horas, la relacion entre las variables satuwa, A y B permanecieron sin diferencias
entre ellos (p>0,05) y las mantuvieron con el aghtg C (p<0,05). Los primeros conservaron
una motilidad del 30% aproximadamente, mientras pas el C se observdo 50% de
espermatozoides méviles. En cuanto a los puntasgoe tanto la leche entera (diluyente A)
como la descremada (diluyente B) se encontrar@dedior de 2,0. El diluyente comercial
(diluyente C) present6 valores préoximos a 3,0. 724 horas las diferencias se mantuvieron
igual que en la observacién anterior, registrangmsa A y B valores por encima del 10%,
entre 1,0 y 1,5 de vigor y para C valores supesi@e30% y por encima de 2,5 para el

segundo parametro como indica el cuadro 2.

Cuadro 2: Puntos de vigor a las 0, 4, 12, 24 hexgsan diluyente (media + e.e.m.).

DILUYENTES HORAS

0 4 12 24
UHT entera 3,8+0,% 2,540, 2,0+0,7 1,2+0,%
UHT descremada 3,8+0,% 2,520, 2,020, 1,2+0,%
Verde® -IMV- 3,9+0,% 3,240,2 2,8+0,% 2,3+0,2
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No se observaron diferencias de motilidad entragazirante el estudio (Figura 3).
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Figura 3: Porcentaje de motilidad progresiva endisintos momentos de evaluacion segun

las distintas razas.

En el tiempo 0, no se encontraron diferencias ogivas en motilidad entre Corriedale y
Milschaff (p>0,05), siendo cercana al 70% y un vigooximo a 4,0. A las 4 horas de
observacion la relacion entre razas se mantuvoalomes entre 50% y 60% y entre 2,5y 3,0.
A las 12 horas se observé una diferencia signifiagireviamente no observada. La motilidad
individual en las muestras de los carneros Milddinaf cercana al 50%, mientras que para los
Corriedale fue del 40%. El vigor en este momenterssontraba por encima de 2,5 para el
primer grupo de animales y cercano a 2,0 parageingk® grupo (cuadro 3). A las 24 horas se
observé una tendencia a disminuir las diferenci@s0.046). La raza Milschaff sostuvo
valores cercanos al 30% y a 2,0 mientras que pa@oiriedale éstos fueron por debajo del

20% y proximos a 1,5.
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Cuadro 3: Puntos de vigor segun raza en un pededy 4, 12, 24 horas (media + e.e.m.).

RAZA HORAS

0 4 12 24

Corriedale 3,740, F 2,740, F 2,0£0,F 1,440,F
Milschaff 4,1+0,% 2,7+0,% 2,5+0,% 1,840,

La figura 4 compara la motilidad individual obtesmiskegun los distintos métodos de coleccion

de semen en funcién del tiempo.
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Figura 4:Porcentaje de motilidad progresiva en los distimmsnentos de evaluacion segun
los distintos métodos de coleccion.

Independientemente del método de coleccion utitizssl observa una caida en la motilidad
individual a lo largo del tiempo. El vigor descibdurante el periodo de observacion una
curva semejante a la variable analizada en ladiguia muestra obtenida mediante vagina
artificial comenzo6 con un 70% de espermatozoidesile®y 4,0 puntos de vigor, mientras
gue la que se obtuvo con electroeyaculador inici3;5 puntos aproximadamente y un 60%
de motilidad, dicha diferencia fue significativec(p05). En la segunda observacién (4 horas)
se nota un marcado descenso del semen obtenidantedilectroeyaculacion. Los valores

disminuyen alrededor de un 30% con menos de 2,Bigte. Contrariamente con el otro
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método de colecta el descenso fue mas paulatioaado valores cercanos al 60% y a 3,5. A
las 12 horas ambos pardmetros estudiados contimisminuyendo, las diferencias
permanecen siendo significativas. Las muestras nmae mediante vagina artificial
presentaron una motilidad individual préxima a 59%n vigor por debajo de 3,0, por otra
parte los valores para la otra variable fueroneeb®ry 30% y 2,0. No se observan diferencias
significativas (p>0,05) en el ultimo periodo. Pamabas variables los valores se encontraron

en el entorno de 20% y de 2,0.

Cuadro 4: Puntos de vigor en el periodo estudiadarsmétodo de colecta (media + e.e.m.).

METODO DE COLECTA HORAS
0 4 12 24
Vagina artificial 4,0¢0,#  33:0,F  25#0,F 1,6+0,F

Electroeyaculacion  37+0®  22:0®  20:0®  15:0F
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Por otra parte, no se encontraron diferencias elestmpefio de los diluyentes tras utilizar
distintas razas. Es decir, tanto para las muestrnidas de carneros Corriedale como para
las obtenidas de Milschaff, el diluyente A actud ldemisma manera en ambos casos,
ocurriendo lo mismo con el By con el C.

Respecto al método de colecta, en primer lugar dabgacar que mas alla del medio utilizado
los extensores no varian su desempefio. Lo queasalsar es que a partir del tiempo 0 existe
una diferencia de mas de 10% entre ambos a favta dagina artificial. Esto puede verse
explicado porque segun Duran del Campo (1993) meslia electroeyaculacion se obtiene
un mayor volumen, posiblemente contaminado coradonque lleva a un pH més elevado.
También aumenta el riesgo de contaminaciéon del mahtgeminal debido a que la copa
colectora se encuentra mas expuesta al ambientetodzs formas ambas muestras se
consideran aptas para una inseminacion artifi@al ®emen fresco, lo que coincide con lo
descripto por Marco-Jiménez y col. en 2005, lodesudescriben que la calidad del semen
fresco no se ve afectada significativamente ponétbdo de colecta. En las primeras 4 horas
de conservacion la caida de motilidad individualgor en las muestras colectadas mediante
electroeyaculador es muy marcada, ambos params&osncontraron por debajo de lo
considerado apto para un programa de inseminaoi@a&nto a lo mencionado anteriormente
segun Salamon y col. en 1990. Sin embargo, el se&merse obtuvo con vagina artificial
mantenia aun en la tercera observacion valoresadtep.

De todas formas, Moor R.W. en 2011, saca en candugue la motilidad individual del
semen obtenido por electroeyaculacion es de bajatitigidad. Por lo que para sacar
conclusiones acerca de la calidad seminal en cuat@omotilidad se debe tomar un gran
namero de muestras, no basta un eyaculado parfcelaal semen. De lo contrario, concluye
que la vagina artificial permite predecir con magerteza la calidad seminal debido a su
mayor repetitividad. Esta baja repetitividad seexacerbada en aquellos electroeyaculadores
manuales, debido a que las probabilidades de quedistintas colectas sean exactamente
iguales disminuyen debido a errores del operador.
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CONSIDERACIONES FINALES

Considerando un programa de inseminacion artifal semen fresco se consideran
aptos cualquiera de los tres diluyentes en estudio.

No se encontraron diferencias en el desempefio tkrhe@ descremada y la entera
(ambas UHT). La unica limitante de la leche ene=srau dificil visualizacién a la hora
de evaluar el semen.

Tanto el diluyente A como el B, mantuvieron nivelggos para una inseminacion
cervical por un corto periodo de tiempo. Pasadad lzoras la motilidad disminuye de
manera que se dificultaria el pasaje de los espermides a través del cérvix. Por
esta razon, podria ser util a la hora de una insidn intrauterina, debiendo
considerar los gastos que ésta implica y todo éajunétodo conlleva.

El diluyente C mantuvo la muestra apta por un glerimas prolongado de tiempo, lo
que justificaria su uso cuando se necesita refigdrsemen hasta 12 horas.
Considerando lo antes mencionado, cabe destacdiramte a la necesidad de eleccién
entre uno u otro diluyente, es necesario tenementa que la leche UHT es de facil
acceso y de muy bajo costo en comparacion con rele®e-IMV, Francia-. A esto se
le suma el hecho de que al comercial es neceshagregado de yema de huevo
fresco.

La raza del macho no tiene influencia en el desémpe los diluyentes.

El método de colecta afecta la preservacion del esenen el tiempo
independientemente del extensor utilizado.

El desemperio de los tres diluyentes se ve afectadgual manera por el método de
coleccién del semen.

El semen extraido por vagina artificial puede sglizado para programas de
inseminacion tanto fresco como refrigerado hasta 13 horas, sin embargo el

obtenido mediante electroeyaculador podra ser exdplé@nicamente en fresco.
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