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RESUMEN

La posibilidad de preservar el semen ovino y caprino ha sido un tema prioritario de
investigacion desde que se consideré a la inseminacion artificial (IA) como técnica
de reproduccion apropiada para difundir las caracteristicas productivas de los
reproductores de alto valor genético (Cueto y Gibbons, 2010). EI semen puede
preservarse por periodos cortos de 6 a 24 horas (semen refrigerado o enfriado) o
periodos ilimitados (semen congelado). Se denomina semen refrigerado cuando su
preservacion se lleva a cabo a 5°C y enfriado cuando se realiza a 15°C. El semen
congelado se conserva a -196°C en termos con nitrégeno liquido (Cueto y Gibbons,
2010). El objetivo de esta monografia es realizar una revision sobre la IA mediante el
uso de semen preservado en ovinos y caprinos, haciendo hincapié en la utilizacion
de semen enfriado y refrigerado. El empleo de semen preservado es una practica
econémicamente viable, de facil implementacion, con resultados aceptables y
prometedores. Mediante la adecuacion de los protocolos de sincronizacion de estros
e |IA a los diferentes sistemas de produccién, se posibilita el empleo eficiente de las
técnicas reproductivas, alcanzando tasas de prefiez de entre 40 a 50%. En
particular, el uso de semen refrigerado o enfriado representa una alternativa de gran
interés debido a la posibilidad de disminuir considerablemente el costo del material
genético y del equipamiento. Por otro lado, se facilitaria la implementacion de esta
metodologia a gran escala debido a la factibilidad de su ejecucién a campo. En su
conjunto, estas ventajas favorecerian el uso del semen preservado por cortos
periodos de tiempo en programas de mejoramiento genético en poblaciones de

rumiantes menores.

Palabras clave: inseminacioén artificial — ovinos — caprinos — semen refrigerado —

semen enfriado — semen congelado — fertilidad
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ABSTRACT

The possibility of preserving sheep and goat semen has been a research priority
since artificial insemination (Al) was considered an appropriate reproduction
technique to disseminate productive characteristics of males of high genetic value
(Cueto and Gibbons, 2010). The semen can be preserved either for short periods of
6-24 hours (refrigerated or cooled semen) or for unlimited periods (frozen semen).
The preservation temperatures for refrigerated and cooled semen are 5°C and 15°C,
respectively, while frozen semen must be stored at -196°C in liquid nitrogen thermos
(Cueto and Gibbons, 2010). The aim of this monograph is to review on Al using
preserved semen in sheep and goats, emphasizing the use of refrigerated and
cooled semen. The use of preserved semen is an economically viable practice, easy
to implement, with acceptable and promising results. By adapting the protocols of
estrus synchronization and Al to different production systems, efficient use of
reproductive techniques is possible, achieving acceptable pregnancy rates (40-50%).
In particular, the use of refrigerated and cooled semen is an alternative of great
interest because of the possibility of considerably reducing the cost of genetic
material and equipment. On the other hand, the implementation of this methodology
at large scale would be facilitated due to the feasibility of its implementation under
field conditions. Taken together, these advantages favor the use of semen preserved

for short periods of time in breeding programs of small ruminants.

Keywords: artificial insemination — ram — goat — refrigerated semen — cooled semen

— frozen semen — fertility
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INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es una técnica reproductiva ampliamente utilizada que
tiene como objetivo principal contribuir a la multiplicacion de las caracteristicas
productivas de los reproductores de mayor valor genético, permitiendo incrementar
la progenie de un determinado macho con respecto a la que se lograria por servicio

natural.

En nuestro pais, durante la época de mayor demanda de material genético que se
presenta en la estacién reproductiva, los carneros y machos cabrios de alto valor
econOémico son a veces utilizados por distintos establecimientos mediante el servicio
a corral o la IA vaginal con semen fresco. Durante este manejo los machos estan
sujetos a riesgos fisicos y sanitarios, asi como a una intensa actividad que les suele
provocar cierto grado de estrés (transporte, cambios de ambiente y de alimentacién,
etc.); la asociacion de estos factores puede en muchas ocasiones afectar la calidad
seminal (Naim, 2007). La preservacion del semen favorece un uso mas eficiente y
prolongado de los reproductores en programas de mejoramiento genético, al permitir

su utilizacién durante y fuera de la estacion reproductiva (Olivera et al., 2005).

Con el avance de la IA, ha tomado relevancia la posibilidad de preservar el semen
por distintos periodos de tiempo, debido a que los espermatozoides sélo tienen una
sobrevivencia limitada fuera del aparato reproductor (Cueto y Gibbons, 2010). El
semen puede preservarse por periodos cortos de 6 a 24 horas (semen refrigerado o
enfriado) o periodos ilimitados (semen congelado). Se denomina semen refrigerado
cuando su preservacion se lleva a cabo a 5°C y enfriado cuando se realiza a 15°C.
El semen congelado se conserva a -196°C en termos con nitrégeno liquido (Cueto y
Gibbons, 2010). Estas técnicas se basan en la disminucién o inhibicion en forma
reversible del metabolismo espermatico, evitando de esa manera el agotamiento de
recursos energéticos y la formacion de productos finales tdxicos del propio
metabolismo de los espermatozoides (Dinatolo, 2011). En general, existe escasa
informacion en referencia a la utilizacién de semen enfriado tanto en la especie ovina
como caprina. Sin embargo, se han reportado numerosos ensayos evaluando semen

refrigerado, principalmente en ovinos.
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El uso de semen refrigerado y enfriado se justifica debido a la alta demanda de
material genético, el bajo costo del equipamiento requerido, la practicidad en el
procedimiento de manejo del semen y en su factibilidad de implementacién a campo,
considerando a su vez que entre un 20 a 40% de los sementales responde
pobremente al congelamiento seminal (Vidament et al., 1997; Naim, 2007; Dinatolo,
2011). En su conjunto, estas ventajas favorecerian el uso del semen preservado por
cortos periodos de tiempo como herramienta de difusidbn genética, facilitando la
realizacion de programas de mejoramiento genético en poblaciones de rumiantes

menores.

El objetivo de esta monografia es realizar una revisién sobre la inseminacion artificial
mediante el uso de semen preservado en ovinos y caprinos, haciendo hincapié en la

utilizacion de semen enfriado y refrigerado.

1. Lainseminacién artificial en la especie ovinay caprina

La IA es la técnica por la cual se introduce una fraccion o dosis de semen en el
tracto genital femenino por medios instrumentales. De este modo, el hombre
interviene en el proceso reproductivo, de acuerdo a objetivos de produccion

especificos (Naim, 2007).

La IA es considerada como la primera generacion de biotecnologias reproductivas,
es una potente herramienta para desarrollar programas de mejora genética de
poblaciones ovinas y caprinas, logrando asi incrementar la productividad y
rentabilidad de los rebafios. Permite fundamentalmente la rapida y masiva difusion
de las caracteristicas deseables de los reproductores con alto potencial productivo,
usar machos viejos o lesionados y, ademas, permite el control de algunas

enfermedades de transmisién sexual (Hernandez Ballesteros et al., 2015).

En algunos paises, la IA ha tenido un gran desarrollo y ha servido como herramienta
fundamental para el mejoramiento genético en los ovinos y caprinos. Se estima que
se inseminan anualmente mas de 500.000 ovejas en Australia, 300.000 en Francia,
60.000 en Espafia y 50.000 en Canada (Hernandez Ballesteros et al.,, 2015). En

Sudamérica la 1A ovina se ha desarrollado exitosamente, en cantidad apreciable en
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Brasil, Argentina y Uruguay y en mucho menor escala en otros paises (Sepulveda
Becker, 2012).

En el ganado caprino la IA esta relativamente poco extendida, sélo paises como
Francia, cuyo objetivo primordial es la produccion lactea para la fabricacion de
guesos de alta calidad, tienen programas de seleccion y mejora genética en los que
la IA juega un papel fundamental, inseminando aproximadamente 80.000 animales
por afio (Delgado Bermejo et al., 2014).

Sin embargo, actualmente la IA en ovinos y caprinos es limitada en comparacion con
otras especies domésticas, debido fundamentalmente a resultados variables y a las
bajas tasas de fertilidad alcanzadas (Garde Lépez-Brea, 2002; Aisen, 2004; Palacin
et al., 2012).

La aplicacibn de la IA en el ganado ovino y caprino presenta dos grandes
limitaciones. La primer limitacion se presenta como consecuencia de la anatomia
particular del aparato reproductor de la hembra (especialmente en la oveja), cuyos
anillos cervicales son mas numerosos e irregulares que en otras especies; esto
condiciona la eficacia de la IA, al constituir una barrera fisica para la penetracion del
catéter de inseminacién hasta el interior del Gtero. La segunda limitacion hace
referencia a la menor resistencia del semen ovino y caprino a la criopreservacion en
comparacion con el de otras especies (Aisen, 2004; Dinatolo, 2011; Palacin et al.,
2012). En este sentido, se ha observado que los espermatozoides tanto del ovino
como del caprino son mas sensibles al estrés térmico por frio que los de otras
especies tales como el perro o el hombre (White y Darin-Bennett, 1976; Quintero
Moreno, 2003).

Finalmente, otros inconvenientes que presenta la IA son la mayor demanda de mano
de obra, fundamentalmente calificada, y el aumento de costos, en especial cuando
es asociada a técnicas tales como la sincronizacién, deteccion de celos y la

utilizacion de semen congelado.
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1.1.Recoleccién de semen

El éxito de la IA depende, inicialmente, de la calidad del semen empleado, la cual
varia de acuerdo a la época del afio, el método de recoleccion y a factores
intrinsecos de cada macho (Naim, 2007). Para que dicho semen presente
excelentes caracteristicas biologicas, se hace necesario que los animales se
encuentren en perfectas condiciones y que el método empleado para la
obtencién espermatica sea aplicado correctamente (Garde Lopez-Brea, 2002).

El semen puede ser colectado mediante vagina artificial o a través de

estimulacion eléctrica (electroeyaculacion).

En la actualidad, el método mas utilizado y recomendado es la vagina artificial, ya
gue permite obtener eyaculados con alta motilidad y concentracién espermatica.
Se requiere de un dispositivo de sencilla construccion, que imita la vagina de la
oveja 0 cabra y estimula la eyaculaciobn al proveer estimulacion térmica
(temperatura) y mecanica (presion) (Cueto et al., 1993). El mayor inconveniente
gue presenta la recoleccion de semen por el método de la vagina artificial es la
necesidad de entrenar a los machos para que eyaculen dentro de dicho
dispositivo (Aisen, 2004).

Para la recoleccion del semen mediante este método, el operador se coloca al
lado de la hembra en celo, en cuclillas, y cuando el macho intenta la “monta”,
desvia el pene lateralmente para enfrentarlo a la vagina artificial (Figura 1).
Luego de la eyaculacién, se coloca la vagina en posicidn vertical, de modo que el
semen, por accion de la gravedad, descienda dentro de la copa de colecta (Naim,
2007).
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Figura 1: Recoleccién de semen con vagina artificial (Foto tomada durante las
practicas del curso de Fisiologia de la reproduccion y biotecnologias reproductivas,
EEA INTA Bariloche, 2015).

En la electroeyaculaciéon, el semen se obtiene por medio de un estimulador
eléctrico, via rectal, alimentado mediante 220 voltios (con transformador
reductor), por una bateria (12 v) o una dinamo. La sonda introducida en el recto
posee dos 0 mas electrodos y proporciona descargas de 4 a 15 voltios (Aisen,
2004).

Cuando el semen es colectado por electroeyaculacion, suele presentar
contaminacion con orina, obteniéndose volumenes mayores pero con menor
concentracion espermatica (Cueto et al., 1993), menor resistencia al shock
térmico y a los procesos de congelacidon y descongelacion (Garde Lépez-Brea,
2002). Esto, sumado al mayor estrés del animal, que permite soélo 1-2
extracciones por dia, limita esta técnica en una alternativa a aplicar sélo cuando
los machos no puedan ser entrenados para la obtencion seminal por medio de la
vagina artificial, presentan defectos fisicos no hereditarios o problemas fisicos

gue pueden hacer imposible la monta (Hafez, 1996; Naim, 2007).
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Una vez recogido el semen, es necesario que no sea expuesto a condiciones
desfavorables que afecten su viabilidad (cambios bruscos de temperatura,

contacto con el agua y metales, radiacion solar directa e impurezas).

1.2.Evaluaciéon Seminal

Para la evaluacion de la calidad del semen existen numerosas pruebas que
difieren en su grado de especificidad y en su correlacion con la fertilidad in vitro e
in vivo (Aisen, 2004).

El material seminal se puede valorar macro y microscopicamente, permitiendo
determinar la calidad, viabilidad y fertilidad de los espermatozoides. Si bien no
existe una Unica prueba que permita predecir con exactitud la eficiencia
reproductiva de los eyaculados, la combinacion de varias de ellas aporta la
informacion necesaria para poder seleccionar los eyaculados con mayor

potencial de fecundacion (Aisen, 2004).

La observacion del color del semen, asi como la apreciacion de su motilidad
masal, son importantes para decidir si se procedera a la utilizacion del eyaculado.
El volumen y la concentracion espermatica deben ser estimados antes de su
utilizacién, para realizar una correcta dilucién segun el volumen y numero de

espermatozoides totales a inseminar por dosis (Cueto et al., 1993).

e Color

El semen del carnero es normalmente blanco cremoso. El semen de los machos
cabrios suele presentar un color mas amarillento. Deben descartarse los
eyaculados que presentan coloracion blanco-rosacea que indica existencia de
sangre, o gris que indica algun tipo de infeccion en el aparato reproductor (Aisen,
2004).
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e Volumen

El volumen promedio de un eyaculado es de 1 ml dependiendo de la raza, edad,
estado general del macho y destreza del operario. En general, se descartan
aquellos eyaculados con un volumen menor de 0,4 ml. Puede medirse
directamente en el tubo colector, si esta graduado o bien con una pipeta
calibrada (Aisen, 2004).

e Motilidad masal

La principal caracteristica y requisito de la capacidad fecundante del semen es
que presente motilidad masal. El examen microscopico del movimiento en masa
del semen constituye una metodologia simple, aunque subjetiva, para evaluar la
calidad seminal antes de su utilizacion, directamente en la IA o proceder a su
refrigeracion o congelamiento (Naim, 2007).

El movimiento ondulatorio en masa puede observarse mediante un microscopio
con una pequefia gota de semen puro, situada en una platina térmica. Se podra
tener una idea de la calidad seminal por la velocidad con que se hacen y
deshacen las ondas. 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 proceder
al congelamiento de un eyaculado, se recomienda que su motilidad masal sea de
4 o0 mayor (Cueto et al., 1993).

e Concentracion espermatica

Los valores normales de concentracién espermatica para carnero y macho cabrio
oscilan entre 3000 a 7000 x 10° espermatozoides/ml. Los métodos mas utilizados
para la determinacion de la misma son el fotocolorimetro y el recuento en cAmara
de Neubauer. Si bien ambos métodos son precisos, el fotocolorimetro permite un
recuento mas rapido, en comparacion con la cAmara de Neubauer, pero su costo

es mas elevado (Cueto et al., 1993).

Otras evaluaciones del semen incluyen motilidad individual, morfologia
espermatica y relacion espermatozoides vivos/muertos que generalmente

escapan a la evaluacion de rutina.
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1.3.Diluyentes

El semen obtenido y evaluado como apto, requiere un procesamiento adecuado
para garantizar la capacidad fecundante de los espermatozoides durante el
tiempo que medie entre la eyaculacion y su utilizacion para la siembra (Aisen,
2004).

El semen que se emplea inmediatamente después de su recoleccion, podra
mantenerse a 28-30°C en bafio termostatico durante la inseminacion, ya sea
puro o diluido, por un tiempo no mayor a 40-60 minutos. En caso de ser
necesario, la dilucién de semen se realiza en forma aproximada, asegurandose
una cantidad de 100 a 150 millones de espermatozoides totales por dosis de
inseminacién de 0,02-0,25 cc. (Cueto y Gibbons, 1995).

En el caso del semen criopreservado, ya sea refrigerado, enfriado o congelado,
sera necesario proceder a la dilucion del eyaculado para proporcionar un medio

adecuado para su conservacion.
La dilucion del semen se lleva a cabo por razones técnicas y bioldgicas:

e Razones técnicas: incrementar el volumen de eyaculado para inseminar un
gran numero de hembras (uso intensivo del padre).

e Razones bioldgicas: proveer a los espermatozoides de nutrientes y proteccion
contra el enfriamiento y congelamiento (Cueto et al., 1993).

Los diluyentes para semen refrigerado pueden ser sintéticos o naturales. Los
diluyentes sintéticos estan formulados en base a TRIS (hidroximetilaminometano)
o citrato como buffers, y azlcares, como glucosa o fructosa, que pasan a través
de la membrana celular sirviendo como fuente de energia. Ademas, deben
contener agentes protectores para las membranas celulares durante el
enfriamiento a 5°C como la yema de huevo. Los diluyentes naturales se preparan
en base a leche descremada en polvo al 10%. La fraccion proteica de la leche es
la responsable de sus propiedades como diluyente, las cuales son: actuar como

buffer ante cambios de pH, actuar como agente quelante y proteger a los
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espermatozoides durante la reduccion de temperatura (Dinatolo, 2011). Se le
afadira glucosa al 1% y una combinacion de Estreptomicina y Penicilina.

En el caso de semen enfriado, puede utilizarse un diluyente en base a leche
descremada en polvo al 10%, no siendo necesaria la adicion de glucosa. Los
diluyentes en base a leche evidencian una mayor eficiencia para la
criopreservacion del semen a 15°C, siendo recomendable utilizar diluyentes en

base a yema de huevo de gallina cuando se utiliza la refrigeracién (Naim, 2007).

Ademas, en el caso de semen congelado, es necesario adicionar un
crioprotector. El glicerol es el agente crioprotector mas comunmente utilizado en
diluyentes para la congelacion de semen. Esta molécula atraviesa rapidamente la
membrana plasméatica del espermatozoide, impidiendo el crecimiento de los
cristales de hielo. Debido a una accion toxica del glicerol, se ha reducido su
concentracion para la congelacién de semen ovino a 4-8%. Para el caprino se lo

utiliza en concentraciones mas altas (7—9%) (Aisen, 2004).

Si bien los diluyentes anteriormente nombrados son los mas utilizados, en la
actualidad, la variedad de preparacion de medios de conservacion es muy

amplia.

Un problema especifico en la conservacion de semen caprino ha sido el efecto
perjudicial del plasma seminal en la viabilidad de los espermatozoides en
diluyentes que contengan yema de huevo o en medios a base de leche (Leboeuf
et al., 2006). La especie caprina presenta ciertas particularidades en la
composicién de su plasma seminal. Una de ellas es la existencia de una fracciéon
proteica (BUIIl) procedente de las glandulas bulbouretrales que interacciona con
la leche utilizada en el diluyente produciendo inhibicion de la motilidad de los
espermatozoides. Para evitar los efectos perjudiciales de la misma, algunos
investigadores sugieren “lavar” el semen, es decir separar y eliminar el plasma
seminal mediante centrifugacion antes de mezclar el semen con el diluyente
(Gibbons et al., 1993). Este procedimiento es igualmente recomendado cuando
se emplean diluyentes que contengan yema de huevo. En este ultimo caso, otros
autores encontraron que el calentamiento a 60°C durante 2 a 5 minutos puede

ser igualmente atil (Leboeuf et al., 2006). Estos mismos autores reportaron que Si
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se utiliza un diluyente a base de TRIS, siempre y cuando la proporcién de yema

huevo no superase el 2%, no seria necesaria la eliminacion del plasma seminal.

1.4. Métodos de Inseminacién Artificial

La IA en ovinos y caprinos puede realizarse por via vaginal (IA cervical) o
mediante la técnica laparoscopica, por via intrauterina. Estos métodos difieren en

complejidad, costos y en su tasa de éxito.

a) Inseminacién cervical

Se trata de un método de inseminacion econémico y relativamente sencillo. El
cérvix se localiza a través de un espéculo provisto de una fuente de luz
(vaginoscopio). Debido a la complicada anatomia cervical ovina generalmente

s6lo es posible depositar el semen en el primer pliegue del cuello del utero.

Se ha demostrado que cuanto mas profundamente se deposita la dosis
seminal mayor es el indice de fertilidad. En este sentido, Alvarez et al. (1996)
y Dinatolo (2011) concluyeron que la deposicibn seminal lo mas
profundamente posible en el cuello uterino de la oveja, siempre y cuando no
sea traumatico, conduce a una mejora significativa en la fertilidad. A su vez,
otros autores (Eppleston, 1992; Dinatolo, 2011) reportaron un incremento en
la fertilidad de entre un 7 a un 12% por cada centimetro de incremento en la
profundidad de la inseminacién. No obstante, Cueto y Gibbons (1995)
sefalaron que en la mayoria de las ovejas rara vez se supera el centimetro

de profundidad.

En las cabras, debido a su anatomia cervical, es posible realizar esta
operacion con mayor éxito que en las ovejas. Existen hembras (en especial
de razas lecheras) en las que es posible la penetracion del cuello uterino
sorteando los primeros 2-3 anillos, pero con la precaucion de no ejercer

mucha presion, a fin de no lacerar la mucosa cervical (Aisen, 2004).
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b) Inseminacion laparoscoépica

La endoscopia es una técnica que mediante un sistema optico introducido en
el interior del animal por puncién del abdomen y una fibra flexible de vidrio
para la propagacion luminica, permite realizar visualizaciones internas de
organos sin recurrir a la cirugia (Gibbons et al., 1993). Cuando se realiza IA,
esta técnica se denomina laparoscopia debido a que la observacion se realiza
atravesando la pared abdominal para la visualizacion de los d&rganos
reproductivos internos. El acceso con la dosis de semen se realiza a través de
un pequenio orificio que se efectla con un trécar en proximidad de la glandula
mamaria (Gibbons et al., 1993), siendo necesaria la administracion de
anestesia local. La inseminacion consiste en inyectar la mitad del semen en
cada cuerno uterino, mediante una pipeta que dispone de una fina aguja en
uno de sus extremos (Cueto y Gibbons, 1995).

Al evitarse la barrera cervical, la tasa de fertilizacibn con semen congelado
mejora significativamente. Esta técnica permite asimismo realizar un uso muy
eficiente del semen. Debido a que la dosis de inseminacion se deposita en la
proximidad del ovario, basta un pequefio nUmero de espermatozoides para
prefiar una hembra, permitiendo una difusion mas amplia de genotipos
valiosos (Dinatolo, 2011). No obstante, se trata de una técnica compleja, dificil
de practicar a gran escala y que requiere equipos de costo elevado, o la
contratacion del servicio, limitando su uso a planteles de elite y a predios que

reinen determinadas condiciones de infraestructura (Olivera et al., 2005).

2. Métodos de conservacion del semen

2.1.Semen enfriado vy refrigerado

En nuestro pais, la IA en ovejas y cabras se realiza mayoritariamente con semen
fresco y con concentraciones espermaticas que oscilan entre 60 y 100 millones
de espermatozoides totales por dosis. La inseminacion se realiza sobre el celo
sincronizado o natural durante un ciclo estral, obteniendo en este Gltimo caso un
porcentaje de prefiez de alrededor del 70% (Naim, 2007). Sin embargo, el semen

fresco debe ser empleado inmediatamente después de su coleccion y durante un
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tiempo que media entre 40 a 60 minutos, debido a que su viabilidad se reduce
rapidamente. Por lo tanto, si se desea utilizar el semen durante un periodo de
tiempo mayor, serd necesario emplear técnicas para su preservacion (enfriado,

refrigeracion, congelacion).

En la actualidad, se considera que la criopreservaciéon de semen ovino a 15°C
resultaria adecuada para periodos breves (6-12 horas), en comparacion con la
criopreservacion a 5°C, que se adecuaria mejor para lapsos de tiempo mas
prolongados (12-24 horas) (Cueto y Gibbons, 2010).

La IA con semen refrigerado o enfriado se realiza generalmente por via cervical
(vaginal) (Figura 2A y 3A) mediante la deposicion del semen en el cérvix, a nivel
del orificio uterino externo. Esta via es la forma mas sencilla y menos costosa de
difundir el uso del semen preservado en las majadas comerciales (Olivera et al.,
2005).

Sin embargo, uno de los mayores problemas técnicos que presenta la IA con
semen refrigerado o enfriado es que su poder fecundante es limitado en el
tiempo, citAndose valores medios de fertilidad de 40 y 55%, respectivamente
(Cueto y Gibbons, 2010). Estudios realizados por Salamon y Maxwell (2000)
reportaron una disminucion de la fertilidad de entre 10 a 35% por cada 24 horas
de refrigeracién respecto al semen fresco. Segun Salamon y Maxwell (2000);
Dinatolo (2011), los espermatozoides preservados presentaron cambios
funcionales y estructurales a nivel de sus membranas que determinaron una
menor vida media. A su vez, Fernandez Abella et al. (2006) reportaron una
menor velocidad del transporte espermatico del semen refrigerado respecto a la

del semen fresco en el tracto genital.

Asimismo, tanto el empleo de semen refrigerado o enfriado requiere de un
aumento considerable de la concentracion espermatica por dosis inseminante
respecto al semen fresco (Figura 2 y 3). Esto es debido a los cambios que
ocurren durante su criopreservacion, que incluyen reduccién de la motilidad y la
proporcion de espermatozoides con acrosoma intacto. Esta disminucién se debe
principalmente a la acumulacion de productos toxicos del metabolismo. Estos

acontecimientos, junto con la reduccion en el transporte y la supervivencia de los



18
Spinelli, Maria Victoria - Inseminacion artificial con semen preservado en ovinos y caprinos

espermatozoides en el tracto reproductivo femenino, disminuyen la fertilidad.
(Salamon y Maxwell, 2000; Hollinshead et al., 2004; Naim, 2007).

En el caso del caprino y a diferencia del ovino, también se utiliza la via cervical
en la inseminacibn con semen congelado, aunque con una dosis

comparativamente alta (Figura 3A).

Semen fresco “ Semen criopreservado

(Uso inmediato) Refrigerado o enfriado = Congelado
100 mill esp 300 6 150 mill esp 50 mill esp
IA vaginal IA laparoscopica

A) B)

Figura 2: Dosis de semen recomendada (millones de espermatozoides totales por
dosis) segun el lugar de deposiciéon A) IA via vaginal y B) IA via laparoscépica y el
método de conservacion seminal en ovinos (Cueto y Gibbons, 2010).
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Semen fresco mmmw) Semen criopreservado

(Uso inmediato) Refrigerado Congelado
100 mill esp 150 mill esp 100-200 mill esp 50 mill esp
IA vaginal IA laparoscopica

A) B)

Figura 3: Dosis de semen recomendada (millones de espermatozoides totales por
dosis) segun el lugar de deposicion A) IA via vaginal y B) IA via laparoscopica y el
método de conservacién seminal en caprinos. (Elaboracion propia a partir de datos y
fotos tomadas durante el curso de Fisiologia de la reproduccién y biotecnologias
reproductivas, EEA INTA Bariloche, 2015).

La inseminacién intrauterina bajo observacién laparoscopica (Figura 2B y 3B) es
la técnica que ha dado mejores resultados cuando se utiliza semen congelado.
Sin embargo, Salamon y Maxwell (2000) encontraron una variacion en el
porcentaje de prefiez de entre 39 y 62%. Esta variacion, estaria supeditada a la
gran cantidad de factores que determinan la eficiencia reproductiva de la IA,
entre ellos se destacan los farmacos utilizados en la sincronizaciéon de estros, el
estado nutricional de los animales y la variabilidad en la capacidad fecundante
de cada partida seminal (Hafez, 1996; Salamon y Maxwell 2000; Dinatolo, 2011).
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2.1.1. Eficiencia reproductiva en ovinos

Los espermatozoides para cumplir su funcion deben, después de ser
eyaculados, experimentar una serie de cambios estructurales y bioquimicos al
recorrer el aparato genital de la hembra que los habilitan para fertilizar el
ovulo. Estos cambios se conocen con el nombre de capacitacion espermatica
y van a desencadenar a su vez, otras dos modificaciones sobre el
espermatozoide. En primer lugar, originan un aumento en el desplazamiento
lateral del espermatozoide y el cambio desde un movimiento rectilineo a uno
curvilineo denominado hiperactivacién, para posteriormente producir una
fusion entre la membrana plasmatica y la acrosomal externa conocida como
reaccion acrosomal. Estos procesos son indispensables para que ocurra la
fertilizacion (Garde LoOpez-Brea, 2002; Rodriguez-Almeida et al., 2008;
Dinatolo, 2011).

Cuando el semen diluido se conserva en refrigeracion o en fresco por 4 horas
0 mas, podrian ocurrir cambios en los espermatozoides, similares a los que
tienen lugar durante la capacitacion espermética (Rodriguez-Almeida et al.,
2008; Dinatolo, 2011). Estos cambios han sido descriptos para el semen
criopreservado, y a este proceso se lo denomina criocapacitacion. Si estos
cambios son inducidos prematuramente, el uso del semen criopreservado en

la 1A puede reducir las tasas de concepcion (Rodriguez-Almeida et al., 2008).

Rodriguez-Almeida et al. (2008) cuantificaron la proporcion de
espermatozoides que sufrieron cambios relacionados con la capacitacion
espermatica inducida a diferentes tiempos cuando el semen de carnero fue
diluido en fresco, refrigerado o congelado, asi como el grado de afeccién en la
motilidad progresiva. Determinaron los porcentajes de motilidad progresiva
(MP) y de espermatozoides capacitados con acrosoma intacto (patron B) y
reaccion acrosomal (patron RA) con diferentes tipo-tiempo de preservacion
utilizando el método de la clortetraciclina (CTC) modificado por Chamberland
et al. (2001) (Figura 4).

Estos autores reportaron una reduccion mayor de la MP en el semen fresco

conservado por 3 y 6 horas respecto al semen refrigerado; en este ultimo la
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MP se mantuvo en los tiempos evaluados (Figura 4A). El semen refrigerado
mantuvo su MP dentro de las 24 horas en valores similares al semen fresco a
las 0 horas, debido a que el descenso de temperatura reduce la actividad
metabdlica y la motilidad, lo que aumenta la vida media de los
espermatozoides. Si no se produjeron dafios estructurales causados por
shock térmico, la motilidad se restablece nuevamente al aumentar la

temperatura seminal (Rodriguez-Almeida et al., 2008).
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Figura 4: Cambios relacionados con la capacitacion espermatica con diferentes niveles de
tipo-tiempo de preservacion en ovinos [diluido en fresco a 36 °C por 0 (F0), 3 (F3) y 6 horas
(F6); refrigerado a 5 °C por 3 (R3), 6 (R6) y 24 horas (R24); congelado (CON)] A) Medias de
los porcentajes de motilidad progresiva, B) Medias de los cuadrados minimos para
porcentajes de espermatozoides capacitados, con acrosoma intacto (Patrén B) y C) Medias
de los cuadrados minimos para porcentajes de espermatozoides con reaccion acrosomal
(patron RA) en semen de carneros adultos y jévenes (Rodriguez-Almeida et al., 2008).
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Al evaluar el porcentaje de espermatozoides capacitados con acrosoma
intacto (patron B), el semen refrigerado a 5°C evidencié un mayor porcentaje
de acrosoma intacto en comparacion con el semen fresco a 36°C por 3y 6
horas y con el semen congelado (Figura 4B). De acuerdo a estos autores, los
resultados se deben a cambios en la membrana celular causados por las
temperaturas de refrigeracion y de congelacion usadas para la
criopreservacion, estos cambios aumentarian los niveles intracelulares de
Ca*?, como ocurre en la capacitacion espermatica (Rodriguez-Almeida et al.,
2008).

En cuanto al porcentaje de espermatozoides capacitados con reaccion
acrosomal (patron RA), se observd un aumento en los espermatozoides con
el patrén RA a medida que aumento el tiempo de preservacién, tanto para el
semen fresco como refrigerado (Figura 4C). Asimismo observaron un mayor
porcentaje de espermatozoides con reaccidn acrosomal en animales jovenes
(de alrededor de un afio de edad) respecto a animales adultos, en el semen
congelado respecto al semen refrigerado y en el semen refrigerado respecto
al semen fresco. Segun estos investigadores (Rodriguez-Almeida et al.,
2008), el efecto de la edad en la viabilidad y motilidad de los espermatozoides
se debe al grado de madurez de las glandulas sexuales accesorias en el
macho. La concentracion de proteinas en el plasma seminal aumento
significativamente de los 7 a los 13 meses de edad, mejorando la viabilidad y

motilidad de los espermatozoides.

Los autores concluyen (Rodriguez-Almeida et al., 2008) que un semen apto
para la 1A debe tener al menos 45 a 50% de espermatozoides intactos (la
diferencia con respecto a la suma de espermatozoides con los patrones B y
RA) lo cual no ocurre para el semen refrigerado 24 horas (R24) y el semen
congelado (CON), indicando que el semen criopreservado de muchos
carneros no seria apto para la IA. En este sentido, Salamon y Maxwell (2000)
encontraron que el almacenamiento del semen refrigerado y el proceso de
congelacion-descongelacion, puede avanzar en la maduracion de las

membranas espermaticas y aumentar la proporcion de espermatozoides
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capacitados y con reaccion acrosomal. Los cambios en las membranas de los
espermatozoides no afectan la motilidad, pero reducen la viabilidad y limitan
la fertilidad; o pueden ser incapaces de fertilizar cuando se produce el
envejecimiento de espermatozoides capacitados en el tracto reproductivo de

la hembra luego de la IA.

En conclusion, el semen diluido se conserva bien en fresco las primeras 3
horas. La refrigeracion a 5°C por 24 horas, al igual que la congelacion,
inducen niveles de capacitacién espermatica que disminuyen la fertilidad;
siendo esto mas critico en carneros jovenes que en adultos (Rodriguez-
Almeida et al., 2008).

Naim (2007) evalud la eficiencia de prefiez inseminando a tiempo fijo (IATF)
con semen refrigerado, utilizando dos tiempos de preservacion (12 y 24
horas) y dos dosis inseminantes (150 y 300 millones de espermatozoides). El
mayor porcentaje de prefiez se obtuvo con semen refrigerado durante 12
horas con respecto al de 24 horas. Por lo tanto, se demuestra que a medida
gue transcurren las horas disminuye la capacidad fecundante del semen
refrigerado. A su vez, la eficiencia reproductiva fue mayor con una dosis de
300 millones en comparacién con la de 150 millones de espermatozoides. Se
concluye que es posible alcanzar una eficiencia de prefiez de alrededor del
40% preservando el semen durante 12 horas y empleando una dosis de 300
millones de espermatozoides (Figura 5).
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[_] Control, 100 millones de spz

[] Dosis de 150 millones de spz

[ ] Dosis de 300 millones de spz

Prefiez (%)

300 millones de spz

150 millones de spz

Control

Tiempo de preservacion (Horas)

Figura 5: Prefiez obtenida en la IATF con semen refrigerado durante 12 y 24 horas y
dosis de inseminacion de 150 y 300 millones de espermatozoides (spz) en ovinos. El
grupo control fue inseminado con semen fresco y una dosis de 100 millones de
espermatozoides (Naim, 2007).

Asimismo, Menchaca et al. (2005) afirmaron que es posible obtener tasas de
prefiez aceptables de entre 40 a 50% en ovejas inseminadas después de la

deteccion del celo, con semen almacenado a 5°C durante 12 horas.

Cueto y Gibbons (2010) lograron obtener una fertilidad media del 55% con
semen enfriado, mediante IATF via vaginal (52-56 horas post finalizacién del
tratamiento progestacional utilizando esponja intravaginal con 60 mg de
acetato de medroxiprogesterona y 200 Ul de gonadotrofina coridénica equina),
mientras que con semen refrigerado, obtuvieron una fertilidad media del 40%,
con dosis de 150 y 300 millones de espermatozoides totales para semen
enfriado y refrigerado, respectivamente (volumen de inseminacion aproximado

0,12 cc para semen enfriado y 0,25 cc para semen refrigerado) (Figura 6).
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Periodos cortos
(semen refrigerado o enfriado)

-
Semen refrigerado h 4 Semen enfriado
| |
@ Preservaciona5°C @ Preservaciéona15°C
@ Tiempo de preservacion: @ Tiempo de preservacion:
hasta 12 horas 6 — 8 horas

¢ Dosis de IA: 300 mill esp @ Dosis de IA: 150 mill esp
@ Fertilidad media: 40% @ Fertilidad media: 55%

Figura 6: Diferencias comparativas en la utilizacion del semen refrigerado y enfriado
en ovinos (Cueto y Gibbons, 2010).

En otro trabajo, Olivera et al. (2005) evaluaron la fertilidad mediante el uso de
semen refrigerado a 5°C utilizando dos diluyentes distintos, diluyente “TRIS”
(en base a TRIS, fructosa, acido citrico, yema de huevo y antibibticos) y
diluyente “Piedra Mora” (en base a Leche UAT descremada, yema de huevo,
glicerol y antibibticos), con diferentes tiempos de preservacion (24 y 48
horas). Se llevé a cabo IA cervical luego de la deteccién de estro natural, con
una dosis inseminante de 120x10° de espermatozoides. La fertilidad
alcanzada con el diluyente “Piedra Mora” fue significativamente superior a las
0, 24 y 48 horas de preservacion que la del diluyente “TRIS” (Figura 7).
Finalmente, reportaron que las dosis seminales procesadas con el diluyente
“Piedra Mora” podrian ser conservadas al menos hasta las 48 horas a 5°C sin
disminucién significativa de la calidad seminal ni de la fertilidad en la IA

cervical con celo natural.
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Figura 7: Fertilidad obtenida mediante el uso de semen refrigerado a 5°C utilizando
dos diluyentes (TRIS y Piedra Mora), con diferentes tiempos de preservacion (0, 24y
48 horas) en ovinos. UAT, Diluyente control (preservacion 0 horas, sin refrigerar)

(Olivera et al., 2005).

En la Tabla | se presentan los resultados obtenidos mediante el uso de semen
enfriado y refrigerado en la especie ovina, segun diferentes autores y

metodologias empleadas.
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Tabla I: Resultados obtenidos mediante IA vaginal segun diferentes autores, en ovinos.
(Elaboracién propia a partir de publicaciones de distintos autores).

Autor/es T°de | Tiempo O.I? Concentrggién Diluyente IA Fertilidad
alm. preservacion espermatica
12 h . 25%
150 x 10 OViPro® .
Naim e 24 h (Biotay- (!5A21T|£:56 3%
300 x 10° Alemania)
24 h 19%
24 h TRIS (TRIS, 19%
fructosa, ac.
citrico, yema
48 h de huevo) 22%
Olivera et o IA (celo
al. (2005) 5°C 120 x 10° “Piedra Mora” nat(ural)
24 h (Leche UHT 49%
descremada,
yema de
48 h huevo, 47%
glicerol)
Menchaca 12h TRéII?,ngrJiggsa, IA (celo 42.7%
etal. 5°C 200 x 10° : ’
(2005) 24 h yema de natural) 34.,5%
huevo
o i 6 Leche 0
Cuetoy 15°C 6-8h 150 x 10 descremada IATF* 5%
Gibbons (52-56
(2010) . A Leche h)
5°C 12 h 300 x 10 descremada, 40%
glucosa
Hozbor et o Leche UHT . 0
al. (2009) 18°C 8h descremada IATF 4%

*IATF: Inseminacién a tiempo fijo

2.1.2. Eficiencia reproductiva en caprinos

En referencia a los caprinos, los ensayos reportados son escasos y solo
mencionan el uso de semen refrigerado. En este sentido, estudios
comparativos de diluyentes para semen refrigerado indican que se pueden
obtener resultados relativamente estables utilizando leche descremada de
vaca. Sin embargo, empleando diluyentes a base de yema de huevo, los

resultados son variables; mostrando baja fertilidad en cabras inseminadas
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debido a las altas concentraciones de lisolecitinas que afectan a los
espermatozoides, por su efecto “espermicida”, dando lugar a la inmovilizacion

y muerte de los mismos (Cortés-Gallego, 1998).

No obstante, Palomino et al. (2007) compararon dos diluyentes: uno en base
a leche descremada ultrapasteurizada (diluyente A) y otro en base a TRIS-
citrato-yema de huevo (diluyente B). Evaluaron el porcentaje de motilidad
progresiva y el porcentaje de espermatozoides vivos a través del tiempo (O,
12, 24, 48, 72 y 96 horas), obteniendo mejores resultados con el diluyente en
base a TRIS-citrato-yema de huevo (Tabla Il), siempre y cuando la proporcion
de yema huevo no superase el 2%. Estos resultados podrian deberse a que el
empleo de leche descremada como diluyente no siempre da resultados
uniformes en la refrigeracion seminal debido a la variabilidad en su

composicién (Palomino et al., 2007).

Tabla II: Motilidad progresiva y porcentaje de espermatozoides vivos en caprinos con

semen refrigerado a 5°C segun el tipo de dliluyente (Palomino et al., 2007).

Tiempo (horas) Motilidad progresiva (%) | Espermatozoides vivos (%)
Diluyente A Diluyente B Diluyente A Diluyente B
0 82,216,2 87,2+4,4 91,7425 93,9+2,2

12 75,0+4,3a 82,2457 b 85,6+3,0 a 88,3+25b

24 70,6+3,0a 77,8%6,2b 81,7+5,0 a 85,0+3,5a

48 67,2+26a  75,615,8b 80,6+3,9 a 83,9+2,2 b

72 61,7+25a 71,1+3,3 b 75,6+3,9 a 80,0+3,5b

96 60,0+1,7a 68,3t25b 71,1+3,3 a 77,236 b

Diluyente A: semen caprino con leche descremada; Diluyente B: semen caprino con tris-citrato-

yema de huevo.

a, b: Diferencias significativas entre columnas (p<0,05).

Por otra parte, Vazquez et al. (2010) evaluaron la fertilidad y la prolificidad al
parto mediante el uso de semen refrigerado a 5°C mantenido hasta las 24
horas, comparando dos diluyentes: el diluyente Evans y Maxwell (1990), en
base a TRIS, fructosa, acido citrico y yema de huevo, y el diluyente INRA 96

(IMV Technologies), que es un diluyente de semen equino elaborado a partir
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de fracciones purificadas de leche. Los autores realizaron la 1A, via cervical, a
las 44 horas de retiradas las esponjas intravaginales y utilizaron una dosis
seminal de 300 x 10° espermatozoides. Si bien no obtuvieron diferencias
significativas, observaron una mejor fertilidad con el diluyente INRA 96 (Tabla
[I1). Al evaluar la prolificidad, no encontraron diferencias significativas (2,035
de prolificidad global).

Tabla Ill: Fertilidad al parto en caprinos con semen refrigerado a 5°C por 24 horas y
dosis de inseminacién de 300 millones de espermatozoides segun el tipo de
diluyente (Vazquez et al., 2010).

Tipo de diluyente n Fertilidad
Evans y Maxwell 81 69,1%
INRA 96 74 77,0%
Global 155 72,9%

Martinez-Rojero et al. (2006) realizaron un estudio comparativo entre monta
natural e 1A por via intrauterina mediante laparoscopia (24 horas después de
detectar el estro y con una dosis de 100 millones de espermatozoides), con
semen refrigerado (mantenido hasta las 48 horas después de su recoleccion)
en cabras criollas, evaluando la tasa de fertilidad y el indice de prolificidad. La
fertilidad obtenida para monta natural (82,5%) fue mayor a la registrada para
la 1A (67,5%), pero no encontraron diferencias significativas al considerar la
prolificidad (1,20 y 1,18 respectivamente) (Tabla 1V). Los autores atribuyeron
estos resultados a que, al igual que lo ocurrido en la especie ovina, la
refrigeracion del semen induce la capacitacion prematura de los

espermatozoides, disminuyendo su capacidad fertilizante.
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Tabla IV: Tasa de fertilidad e indice de prolificidad en cabras criollas inseminadas
intrauterinamente con semen refrigerado por 48 horas y dosis de inseminacién de 100
millones de espermatozoides o servidas por monta natural 24 horas después de
presentar estro (Martinez-Rojero et al., 2006).

Tipo de servicio n Tasa de fertilidad* indice de prolificidad**
Inseminacion 40 67,5% a 1,18+ 0,39 a
Monta natural 41 82,5% b 1,20+041a

a,b: valores entre tipo de servicio indican diferencia estadistica (p<0,05).
* Cabras paridas/cabras servidas.
** Nimero de crias por cabra parida.

2.2.Semen congelado

Las técnicas de congelamiento del semen posibilitan aiin mas la multiplicacion y
difusién de genes (Cueto y Gibbons, 1995). Cuando el semen se congela y
conserva en nitrégeno liquido (-196°C), las reacciones metabdlicas de los
espermatozoides se detienen y permite que el material seminal pueda
conservarse durante largos periodos. De esta forma, se puede disponer de
material genético en cualquier época del afio. Asimismo se amplia la utilizacién
del germoplasma de los machos donantes, aun después de muertos (Aisen,
2004).

El empleo del semen congelado puede producir un gran impacto en el
mejoramiento genético a nivel mundial, al aumentar considerablemente el flujo
de material genético de las cabafias hacia las majadas generales, asi como al
facilitar el transporte y comercializacion de semen a nivel nacional e
internacional. Mediante el congelamiento seminal, se evita el costoso traslado de
los reproductores y se disminuye el estrés, el riesgo fisico y sanitario (Cueto y
Gibbons, 1995).

Finalmente, esta técnica permite preservar el material genético de especies en
riesgo de extincion y disponer de variabilidad genética de especies sujetas a un
continuo proceso de mejoramiento de sus caracteristicas productivas (Gibbons
et al., 1993).
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2.2.1. Inseminacion cervical con semen congelado

Desde el desarrollo de la IA cervical con semen congelado, se ha intentado
trasladar el éxito obtenido en bovinos a otras especies, tales como el ovino y
el caprino. Sin embargo, los resultados de fertilidad han sido inconsistentes y
extremadamente bajos (Garde Lopez-Brea, 2002). En este sentido, Cueto y
Gibbons (1995) reportaron en ovinos porcentajes de prefiez, con semen

congelado por via cervical, que variaron entre el 20 y el 25%.

Salamon y Maxwell (2000) estudiaron las posibles causas de la baja fertilidad
después de la inseminacion cervical en ovinos y establecieron cuatro

principales:

1) El dafio a los espermatozoides durante el proceso de congelacion-
descongelacién: aunque una proporcion relativamente alta (40-60%) de
los espermatozoides preservaron su motilidad después del proceso de
congelacion- descongelacién, solo alrededor del 20 al 30% permanecieron
biologicamente sin dafios. Los cambios producidos en los
espermatozoides podrian ser responsables de una disminucion en su

integridad funcional, la supervivencia in vivo y la capacidad de fertilizacion.

2) El transporte, la viabilidad y la capacidad fecundante de los
espermatozoides en el tracto genital femenino: estos autores encontraron
una reduccién en el transporte y viabilidad de los espermatozoides
congelados-descongelados en el tracto genital de la hembra.
Establecieron a las mismas como las principales causas de la baja

fertilidad luego de la inseminacion cervical.

3) La capacitaciéon: el proceso de congelacion-descongelacién aumenté la
proporcién de espermatozoides capacitados y con reaccion acrosomal. Si
bien esto no afectdé la motilidad, acorté la vida util de las células

espermaticas reduciendo o incapacitando la fertilizacion.

4) La mortalidad embrionaria: los espermatozoides dafados durante el

proceso de congelacién-descongelacion y aquéllos que luego de la
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inseminacion envejecieron en el tracto femenino, pueden iniciar embriones

que no son viables o perecerdn en una etapa temprana de la gestacion.

Estos mismos autores, analizaron también los métodos y los intentos para

mejorar la fertilidad después de la inseminacion cervical y destacaron cuatro:

1) El aumento de la concentracibn de espermatozoides: con el fin de
depositar un alto niumero de espermatozoides en la inseminacién. Esto
incrementd el numero de espermatozoides en todo el tracto reproductivo
hasta el oviducto y mejoro la fertilidad. Sin embargo, la eficiencia fue baja,

ya que solo unas pocas ovejas podian ser inseminadas por eyaculado.

2) El uso de relaxina, oxitocina y prostaglandinas: estas hormonas se
utilizaron con dos objetivos posibles, la relajacién del cuello uterino para la
deposicion profunda del semen, y/o para aumentar la contractilidad del
tracto genital mejorando el transporte de los espermatozoides. De acuerdo

a estos autores, el uso de las mismas no logré ningun efecto beneficioso.

3) Doble inseminacion: es un método utilizado para aumentar la fertilidad. La
magnitud de la respuesta puede depender de la concentracién de
espermatozoides y del momento de la inseminacién en relacion a la etapa
del estro. Segun estos autores fue poca la ventaja que se logré con la
segunda inseminacién, cuando la primera se habia realizado
aproximadamente a la mitad del estro. Al comparar la inseminacion simple
y doble no encontraron diferencias significativas en cuanto a la fertilidad.
Asimismo determinaron que el numero de espermatozoides moviles
inseminados era comparativamente mas importante que la simple o doble

inseminacion.

4) Profundidad de la inseminacion: se observé un incremento de la fertilidad
a medida que se logré una mayor profundidad en la inseminacion con
semen ovino introducido a través del cuello uterino (Figura 8). Asimismo,
de acuerdo a estos autores, la inseminacion cervical profunda permitié una
disminuciéon en el nimero de espermatozoides moviles a una dosis de 20
o 40 millones, que después de una sola inseminacién alcanzé una

fertilidad de 50 y 53% respectivamente, en comparacion con el 51% para
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la inseminacion control con 80 a 100 millones de espermatozoides

moviles.
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Figura 8: Efecto de la profundidad de inseminacion (cm) sobre la fertilidad del semen
ovino congelado-descongelado introducido a través del cuello uterino (promedios
ponderados de 26 publicaciones; 9.716 ovejas) (Salamon y Maxwell, 2000).

En la especie caprina, a diferencia de la ovina, es posible realizar la 1A
cervical con semen congelado, alcanzando tasas de fertilidad de alrededor del
50%. Esto es asi debido a una mayor permeabilidad del cérvix caprino a la

pipeta de inseminacion (Gibbons et al., 1993).

Se han obtenido tasas de fertilidad de alrededor del 50% en la IA cervical en
cabras de la raza Angora, con una dosis de inseminacion de 200 millones de
espermatozoides totales (Gibbons et al., 1993). La dosis de IA puede ser
reducida en razas de mayor tamafio tales como las razas lecheras o la Criolla
Neuquina, a un valor de referencia de 100 millones de espermatozoides
(Aisen, 2004). En razas lecheras (Alpina y Saanen), Baril et al. (1998)
describen una fertilidad superior al 60% mediante la 1A cervical con semen
congelado a las 43-45 horas post retiro de la esponja intravaginal (IATF), con
100 millones de espermatozoides totales.
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2.2.2. Inseminacion intrauterina con semen congelado

La inseminacion mediante laparoscopia es utilizada ampliamente en la
especie ovina (Figura 9), en la cual los porcentajes de prefiez con semen
congelado por via cervical son del 20-25%, debido a la dificultad que presenta
el cérvix para ser traspuesto con la pipeta de inseminacion (Cueto y Gibbons,
1995).

En el caprino esta siendo utilizada con la doble finalidad de elevar el
porcentaje de prefiez respecto a la IA por via vaginal y de reducir el nimero

de espermatozoides por dosis de inseminacion (Gibbons et al., 1993).
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Figura 9: Inseminacion artificial por laparoscopia (der. Gibbons et al., 1993; izq. Foto
tomada durante las practicas del curso de Fisiologia de la reproduccién y biotecnologias
reproductivas, EEA INTA Bariloche, 2015).

A continuacion, se presentan valores de eficiencia reproductiva de referencia
para distintas alternativas de IA con semen congelado en ovinos de la raza

Merino con una dosis de 50 millones de espermatozoides (Tabla V).
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Tabla V: Eficiencia reproductiva para distintas alternativas de 1A con semen congelado
en ovinos de la raza Merino. Valores de referencia (Cueto y Gibbons, 1995).

TASAS DE PRENEZ (%)

IA post deteccidn de estros
IATF*
SEMEN VIA Estro sincronizado Estro natural

Congelado Laparoscopica 50 65 65

*IATF: Inseminacién artificial a tiempo fijo (60+2 horas post retiro de la esponja intravaginal).

Asimismo se presentan valores de eficiencia reproductiva de referencia en 1A
con deteccion de estros y semen congelado en caprinos de la raza Angora
(Tabla VI) (Gibbons et al., 1993).

Tabla VI: Eficiencia reproductiva para distintas alternativas de IA con semen congelado
en caprinos de la raza Angora. Valores de referencia (Gibbons et al., 1993).

SEMEN VIA DOSIS PRENEZ

Cervical 200 millones 50%
CONGELADO

Laparoscopica 50 millones 65%
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DISCUSION GENERAL

Actualmente, la informacion existente sobre la IA con semen refrigerado y enfriado
en ovinos y caprinos es escasa, especialmente en referencia a la especie caprina. Al
analizar las publicaciones disponibles, se encuentra una gran variabilidad en los
resultados descriptos, posiblemente relacionada a las distintas metodologias
empleadas: multiples diluyentes, concentracion espermatica variable, vias de

inseminacion utilizadas, diferentes tiempos de preservacion.

Al evaluar la fertilidad con semen refrigerado mediante la IATF cervical en la especie
ovina, se observa que las tasas mas altas se obtienen con tiempos de preservacion
de 12 horas y dosis seminales de 300 millones de espermatozoides. Estos valores
se modifican al emplearse la IA sobre celo natural, con tiempos de conservacion de
48 horas y dosis de inseminacion de 120 millones de espermatozoides, aportando
evidencia a la mayor fertiidad de los celos naturales respecto a los celos

sincronizados hormonalmente, especialmente en la IA mediante la via cervical.

En el caso del semen enfriado, los valores de fertilidad oscilan entre el 50 y 55%,

con tiempos de preservacion de 6 a 8 horas, y una dosis seminal de 150 millones.

En general, para obtener un indice de fertilidad de entre un 40 a 50% en ovinos
usando semen refrigerado, el tiempo de preservacién no deberia superar las 12
horas, siendo necesario el empleo de una alta concentracibn esperméatica. En
cambio, si consideramos el uso de semen enfriado, se podrian lograr incluso
mayores tasas de fertilidad (60-65%), utilizando wuna dosis seminal

comparativamente menor, con un tiempo de preservacion no mayor a las 8 horas.

Si consideramos el empleo del semen congelado ovino, es posible alcanzar tasas de
fertilidad del 50 al 65% mediante la IA laparoscopica, con una dosis seminal de 50
millones totales, en tanto que su tiempo de conservacion es ilimitado. Se observa
que la fertilidad alcanzada luego de la deteccion de estros (65%) es mayor en
comparacion a la obtenida mediante la IATF (50%), lo que indicaria la importancia
del momento de deposicion del semen congelado en relacion al momento de

ocurrencia de la ovulacion. Esta diferencia podria deberse a la reducida viabilidad
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del semen congelado, que comienza a declinar a partir de las 6 a 12 horas post
inseminacion (Walker et al. 1989). En tanto que no se observan diferencias en la
fertilidad de los celos naturales vs los celos sincronizados, sugiriendose que la
alteracion del transporte espermatico debido al tratamiento hormonal no afectaria la
tasa de prefiez, probablemente debido a la deposicion intrauterina de la dosis

seminal.

En el caprino, el uso del semen refrigerado ha sido muy limitado, en tanto que no se
encontraron referencias en el empleo del semen enfriado. Una posible explicacion
podria ser la factibilidad que se presenta en esta especie para realizar la IA con
semen congelado mediante la via cervical. Se describen tasas de fertilidad del 70%,
utilizando una dosis de semen refrigerado de 100 a 300 millones totales y un tiempo
de preservacion de 24 a 48 horas. La fertilidad obtenida mediante el uso del semen
congelado, varia entre el 50 y 65%, con dosis de inseminacién de 100-200 y 50

millones, para la IA cervical y laparoscopica, respectivamente.
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CONCLUSIONES

El empleo de semen preservado en ovinos y caprinos es una practica
econdmicamente viable, de facil implementacién, con resultados aceptables y
prometedores. Mediante la adecuacion de los protocolos de sincronizacion de estros
e |IA a los diferentes sistemas de produccion, se posibilita el empleo eficiente de las
técnicas reproductivas, alcanzando tasas de prefiez de alrededor del 50% mediante

la utilizacion de semen conservado.

El uso del semen refrigerado y enfriado en ovinos permite la conservacion seminal y
su posterior utilizacion mediante la IA cervical, a diferencia de lo que ocurre con el

semen congelado, que Unicamente puede utilizarse mediante la via intrauterina.

Sin embargo, en la especie caprina, es posible realizar la IA con semen congelado
mediante via cervical profunda. Razon por la cual, la utilizacion de semen refrigerado

y enfriado podria estar mas limitada.

La aplicacion practica del uso del semen enfriado o refrigerado toma mayor interés al
considerar la alta demanda de material genético, el bajo costo del equipamiento
requerido, la practicidad en el procedimiento de manejo del semen y en su
factibilidad de implementacién a campo. En su conjunto, estas ventajas favorecerian
el uso del semen preservado por cortos periodos de tiempo en programas de

mejoramiento genético en poblaciones de rumiantes menores.

Futuras investigaciones permitiran obtener un protocolo que se adecle para cada
situacion, promoviendo la difusion de material genético superior, a costo reducido,

hacia medianos y pequefios productores.
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