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PALABRAS CLAVE ADICIONALES

Concentracion del semen.

RESUMEN

Se evalug la prefiez resultante de la insemina-
cion artificial sistematica cervical (IASC) con se-
men ovino refrigerado a 5°C durante 12 024 hy
dosis de 150 o 300 millones de espermatozoides.
Doscientas ovejas adultas Merino se dividieron al
azar en grupos de 40 animales, segun arreglo
factorial de los tratamientos (2x2) mas un grupo
control. En la estacion reproductiva, los estros
fueron sincronizados mediante 14 dias con es-
ponjas intravaginales con 60 mg acetato de
medroxiprogesteronay 200 Ul de eCG al retirar las
esponjas. A las 12 y 24 h previas a la IASC se
colectaron, diluyeron y refrigeraron los eyacu-
lados. La dilucion del semen se realiz6 con OviPro
(Minitib®, Alemania) en una relacion 1:2 (semen/
diluyente). El grupo control fue inseminado con
semen fresco sin diluir y dosis de 100 millones de
espermatozoides. La IASC se realiz6 en el orificio
uterino externo a las 54-56 h después del trata-
miento progestacional. La preservacion seminal
durante 12 h alcanzo6 el 25% (10/40) y 38% (15/
39) de prefiez con dosis de 150 y 300 millones de
espermatozoides. El semen preservado durante
24 hdetermind el 3% (1/37)y 19% (7/37) de prefiez
con dosis inseminantes de 150 y 300 millones de
espermatozoides, respectivamente. El porcentaje
de prefiez del grupo control (59%) evidenci6 que
las condiciones de la majada no estuvieron afec-
tadas por el estado nutricional o de manejo. La
IASC con semen refrigerado ovino durante 12 hy
una dosis de inseminacién de 300 millones de
espermatozoides, permitio obtener una prefiez
aceptable (38%) considerando el beneficio de
poder transportar semen a largas distancias y su
bajo costo operativo.
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SUMMARY

We evaluated pregnancy by timed artificial
insemination (TAI) with ram semen chilled at 5°C
during 12 or 24 h and insemination doses of 150
or 300 millions spermatozoa. Two hundred adult
Merino sheep were randomly divided in 4 groups
of 40 animals each, according to a factorial
arrangement (2x2) plus a control group. During the
breeding season, estrus were synchronized with
intravaginal sponges impregnated with 60 mg of
medroxyprogesterone acetate inserted for 14
days and administration of 200 Ul PMSG at sponge
removal. Twelve and 24 h before insemination,
semen from adult Merino rams was collected, and
after the ejaculates were diluted and chilled. Se-
men was diluted with the Ovipro extender
(Minitib®, Alemania) using a dilution rate of 1:2
(semen/extender). Control group was inseminated
with fresh semen without diluent and an
insemination dose of 100 millions spermatozoa.
For every group, cervical TAl was performed 54-
56 hours after progestational treatment. Preserved
semen during 12 hours obtained 25% and 38%
pregnancy with an insemination dose of 150 and
300 millions spermatozoa. Semen preserved for
24 hours caused 3% and 19% pregnancy with an
insemination dose of 150 and 300 millions
spermatozoa respectively. Control group showed
a pregnancy of 59%, which evidenced that flock
fertility was not affected by nutritional status or
management. TAl with ram chilled semen during 12
h, with an insemination dose of 300 millions
spermatozoa, was found to provide an acceptable
fertility (38%), considering the benefit of carryng
semen for long distances and the low operative
cost for its implementation.
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INTRODUCCION

Las tecnologias disponibles para favo-
recer el desarrollo de un programa de mejora
genética tienen por base a la inseminacién
artificial (1A) (Fernandez-Abellaetal., 2003),
laque sin dudatiene relacion directa con el
desarrollo de las técnicas de preservacion
del semen (Maxwelly Salamon, 1993; Gil y
Olivera, 2005; Evans y Maxwell, 1987).

La preservacion de semen favorece un
uso mas eficiente y prolongado de los car-
neros asignados a programas de mejora-
miento genético, al permitir su utilizacién
durante y fuera de la estacidn reproductiva
(Colas, 1975, 1984; Gibbons et al., 1993;
Gibbonsy Cueto, 2004). Los carneros invo-
lucrados en estos programas se ven some-
tidos a periodos de intensa actividad, tole-
rando movimientos entre predios que con-
llevan a condiciones de estrés (transporte,
cambios de ambiente y de alimentacién,
etc.), riesgo fisico y sanitario, que en mu-
chas ocasiones afectan la calidad seminal
(Oliveraetal., 2005).

Lastecnologias disponibles, paraevitar
el traslado de reproductores entre estable-
cimientos, se basan en la preservacion del
semen por largos periodos (semen congela-
do) o periodos breves (semen refrigerado y
enfriado). Esta Gltimatecnologiase justifica
debidoalapracticidad implicitaensuimple-
mentacion (Paulenzetal., 2003) y asu bajo
costo, considerando a suvez que 20-40% de
los sementales responde pobremente al
congelamiento seminal (Vidament et al.,
1997). En la actualidad se considera que la
preservacién de semen ovino a 15°C (se-
men enfriado) resultaria adecuada para
periodos breves de conservacion (6-12
h), en comparacién con la preservacion a
5°C (semenrefrigerado), que se adaptaria
mejor para lapsos de tiempo mas prolon-
gados (12-24 h) (Fernandez Abella, 2003).
Sin embargo, ambos métodos de conser-
vacion seminal requieren de un aumento
considerable de la concentracion esper-
matica por dosis inseminante respecto al

semen fresco (Salamony Maxwell, 2000).
El objetivo del presente estudio fue eva-
luar la eficiencia de prefiez en la insemina-
cionartificial del semen refrigerado de car-
nero, utilizando dos tiempos de preserva-
cion (12 o 24 h) y dos dosis inseminantes
(150 0 300 millones de espermatozoides).

MATERIALY METODOS

Este trabajo se llevé a cabo durante el
otofio del afio 2006, en el Campo Anexo
Pilcaniyeu del INTA Bariloche, provincia
de Rio Negro (70° 29' 30" longitud Oeste y
41°latitud Sur), ubicado en el areaecoldgica
de Sierras y Mesetas Occidentales (Soria-
no, 1954),a90kilémetros al Este de Bariloche,
RutaProvincial 23.

Un total de 200 ovejas adultas de laraza
Merino, fueron sincronizadas con esponjas
intravaginales impregnadas con 60 mg de
acetato de medroxiprogesterona (MAP®,
Syntex, Argentina), las cuales permanecie-
ron colocadas durante 14 dias. Al finalizarel
tratamiento progestacional se aplicé una
dosis de 200 Ul de eCG por hembra
(Novormon 5000®, Syntex, Argentina). Las
ovejas se dividieron al azar en grupos de 40
animales cada uno, segun arreglo factorial
de los tratamientos (2x2) mas un grupo Con-
trol (n=40).

Lasextracciones seminales se realizaron
de 3 machos Merino adultos. La obtencion
del semen se realiz6 mediante la utilizacion
de una vagina artificial. Los eyaculados se
colectaron 12 y 24 h previas a la insemina-
cion. Se mantuvieron en un bafio termosté-
ticoa30°C durante la evaluacidon de la cali-
dad seminal, siendo admitidos para su pro-
cesamiento aquellos que presentaron los
siguientes valores: motilidad masal >4 en
unaescalasubjetivaentre 0y 5 (0, minimo;
5, méaximo, observaciénmicroscopicaa100Xx),
volumen seminal >0,8 ml y concentracién
espermatica>2500 millones de espermato-
zoides/ml. Laconcentracidn espermatica de
cada eyaculado se determiné por recuento
en camara de Neubauer.
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Los eyaculados aceptados fueron rapi-
damente diluidos con una relacidn 1:2 (se-
men/diluyente). Se emple6 el diluyente
OviPro, facilitado por la empresa Biotay-
Minitub de Alemania parasu utilizacion en
larefrigeracion de semenovino. El diluyen-
te se prepard segun especificaciones del
laboratorio con larelacion de volumen 1:7:2
(OviPro: agua bidestilada apirégena: yema
de huevo de gallina), obteniendo un pH
final de 6,9.

Se obtuvieron dos eyaculados de cada
carneroy paracadatiempo de preservacion,
luego fueron envasados independientemen-
teen jeringas de 10 mly selladas conalcohol
polivinilico. Latemperaturaseminal fue dis-
minuida a 5°C a partir de 30°C de forma
gradual en 2 h. Unavez alcanzada latempe-
ratura de refrigeracion, las jeringas fueron
colocadas en un conservador térmico con
refrigerante durante los tiempos preesta-
blecidos para cada grupo.

Paraminimizar el efecto de la capacidad
fecundante intrinseca de cada macho, antes
de lalASC se conformaron 2 muestras con-
juntas (pool) de 3 eyaculados distintos cada
una, para cada tiempo de preservacion. Las
concentraciones espermaticas estimadas de
las muestras conjuntas (pool) presentaron
unaconcentracién final de 992y 1012 millo-
nes de espermatozoides/ml para la preser-
vacion seminal por 12 h, y 1225 y 1285
millones para la preservacion del semen por
24 h. De estaforma, se descargé el volumen
seminal con una pistola de inseminacién
multidosis precalibrada con voliumenes uti-
lizados de 0,15; 0,30; 0,12y 0,25 ml/oveja,
respectivamente.

El grupo control fue inseminado con
semen fresco (sin diluir) de 3 carneros, con
un volumen de inseminacion de 0,04 ml/
ovejay unadosis de 100 millones de esper-
matozoides totales.

En latotalidad de los grupos, la insemi-
nacionartificial serealiz6 enel orificio ute-
rino externo y en forma sistematica (sin
deteccion de celo) alas 54-56 h posretiro de
las esponjas y aplicacion de eCG.

Para homogeneizar los tratamientos en
la IASC, cada grupo de ovejas correspon-
diente a los tiempos de preservacion semi-
nal de 12 y 24 h se subdividio a la mitad, y
a estos subgrupos se los intercalé con la
terceraparte de las ovejas del grupo control.
Asimismo la inseminacion se realizo alter-
nando las dosis inseminantes de 150 y 300
millones de espermatozoides.

A los 33 dias de la IASC, se evalu6
prefiez en cada grupo (ovejas gestantes/
ovejas inseminadas) por medio de ecogra-
fias transrectales (Aloka 500, 5 MHz, Ja-
pon).

El anélisis de los datos se realiz6 me-
diante el procedimiento CATMOD del pro-
grama estadistico SAS (1990). Los resulta-
dos de los diferentes grupos de tratamiento
fueron comparados por el test de %2 con un
nivel de significacion del 5%.

RESULTADOS

LalASC fuerealizadaen 187 ovejas. Las
restantes no fueron inseminadas, por no
presentar signos vaginales de celo al mo-
mento de la inseminacion (flujo mucoso,
edema, hiperemia).

Alanalizar lainteraccion entre los facto-
res de los grupos de tratamiento (tiempo de
preservacién seminal; concentracién esper-
matica) no se registré significacion estadis-
tica(p>0,05).

Los porcentajes de prefiez presentaron
diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre los tiempos de preservacion
seminal (12vs. 24 h) y ladosis de insemina-
cion (150vs. 300 millones de espermatozoi-
des totales). Los resultados indican un
mayor porcentaje de prefiezen lalASC con
el semenrefrigerado durante 12 h (32%, 25/
79) respecto al semen preservado durante
24 h (11%, 8/74). Asuvez, laeficienciafue
mayor con la dosis de inseminacién de 300
millones de espermatozoides (29%, 22/76)
encomparacién con ladosis de 150 millones
(14%,11/77).

La preservacion seminal durante 12 h
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alcanz6 el 25% (10/40) y 38% (15/39) de
prefiez con la dosis de inseminacion de 150
y 300 millones de espermatozoides. El se-
men preservado por 24 h presenté el 3% (1/
37) y 19% (7/37) de prefiez con las dosis
inseminantes de 150 y 300 millones de es-
permatozoides, respectivamente. El grupo
control evidencié una prefiez del 59% (20/
34), valor de referencia de las condiciones
generales de trabajo de la majada de experi-
mentacion (figura1).

DISCUSION
En nuestra experiencia, la eficiencia de

prefiez registradaen el grupo control (59%)
se encuentra dentro del rango de referencia

(58-65%) que el grupo de Reproduccion de
Pequefios Rumiantes del INTA EEA
Bariloche ha obtenido en los Gltimos afios,
con la implementacion de la IASC con se-
men fresco en la raza Merino (Cueto y
Gibbons, 2005). De estaformase evidencié
que las condiciones generales de prefiez de
la majada no estuvieron afectadas por el
estado nutricional o de manejo.

En este trabajo se verificé un mayor
porcentaje de prefiez, independientemente
de laconcentracion espermatica, cuando se
utiliz6 el menor tiempo de preservacion se-
minal, evidenciando el efecto negativo de
un prolongado periodo de conservacidn.
Asimismo se determiné unincrementoen la
eficienciade lalASCal aumentar al doble la
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Figura 1. Prefiez obtenida en la IASC con semen refrigerado durante 12 y 24 h y dosis de
inseminacion de 150y 300 millones de espermatozoides (spz). El grupo control fue inseminado
con semen fresco y una dosis de 100 millones de espermatozoides. (Pregnancy by cervical TAI
with chilled semen during 12 and 24 h and insemination doses of 150 and 300 millions of spermatozoa.
Control group was inseminated with fresh semen and an insemination dose of 100 millions of

spermatozoa).
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dosis de inseminacién, independientemen-
te del tiempo de preservacion, sugiriendo
que se presenta una incidencia del nimero
de espermatozoides inseminados sobre la
prefiez y que se deberia realizar un ensayo
de determinacion de la dosis minima de
inseminacionenlalASC.

Al analizar el efecto de la dosis de inse-
minacidn sobre laeficiencia de prefiezen la
IASC con semen refrigerado durante el pe-
riodo de preservacién de 12 h, se observé
que, mediante el empleo de ladosis seminal
de 300 millones de espermatozoides, fue
posible obtener unaprefiez aceptable (38%),
al considerar el beneficio de poder transpor-
tar semen a largas distancias y el bajo costo
operativo para su implementacién. Sinem-
bargo, al reducir la dosis de inseminacién a
150 millones de espermatozoides, se logré
una menor eficiencia de prefiez del 25%, la
cual constituye un valor superior al 10,6%
referenciado en laexperienciade Menchaca
etal. (2005). Ladiferenciade prefiez obser-
vada podria deberse a una mejor conserva-
cion de la capacidad fecundante del semen
diluido en el diluyente comercial utilizado
en esta experiencia en comparacion con el
diluyente en base a TRIS empleado por
estos Gltimos autores.

Los valores obtenidos mediante la pre-
servacion seminal durante 24 h, se eviden-
cian las tasas mas bajas de prefiez, en espe-
cial referenciaaladosisde inseminacion de
150 millones de espermatozoides. Esimpor-
tante sefialar que la bibliografia disponible
en ovinos para tiempos de preservacién
mayores de 12 h, evidencia bajos porcenta-
jes de prefiez similares a los obtenidos aqui
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