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EFECTO DE DOS DILUYENTES PARA CONSERVACION DE SEMEN
REFRIGERADO Y DEL MOMENTO DE INSEMINACION SOBRE LA
FECUNDIDAD OVINA

Daniel Fernandez Abella, * 2 Yvon Guérin®, Silvia Sterla?,
Oscar Irabuena* y Jean Louis Dacheux®.

RESUMEN

Fernadndez Abella D., Guérin, Y., Sterla, S., Irabuena, O., Dacheux, J.L. 2006. Efecto de
dos diluyentes para conservacion de semen refrigerado y del momento de insemina-
cion sobre la fecundidad ovina.

Produccion Ovina (18): 41 - 47.

En dos otofios consecutivos y en tres predios, se evalu¢ la fertilidad, la prolificidad y la fecun-
didad en un total de 761 ovejas adultas de la raza Corriedale, sincronizadas con esponjas im-
pregnadas con 60 mg de MAP (acetato de Medroxiprogesterona) méas 300 U.I. de gonadotropina
corionica equina (eCG) al retirar las esponjas. Se comparé semen fresco versus semen refrige-
rado utilizando dos diluyentes (INRA y Fiser modificado), en dos momentos de inseminacion (48
y 55 horas de retiradas las esponjas) y el agregado de Pentoxifilina 20 minutos antes de
comenzar lainseminacion en una concentracion final de 2,4 mM. Las ovejas fueron inseminadas
una Unica vez. Se observé una mayor fecundidad (P < 0.05) del semen fresco respecto a el
semen refrigerado, explicada esta diferencia a una mayor fertilidad. No se observaron diferen-
cias, segun la metodologia utilizada: diluyente INRA 83 (método de inseminacion francés) y el
diluyente Fiser (método nacional de inseminacion cervical). No se encontraron diferencias en el
momento de realizar la inseminacion (48 versus 55 horas después de retiradas las esponjas). El
uso de la pentoxifilina no determiné cambios ni en fertilidad, ni en la fecundidad. Sin embargo,
se observé “in vitro” una mejora en la motilidad espermatica evaluada microscopicamente. Se
observaron variaciones en los resultados debidas al predio y al efecto afio. En nuestras condicio-
nes, utilizando semen refrigerado es posible alcanzar valores del 40-50% de fecundidad con una
sola inseminacion cervical.

Términos clave: conservacion de semen, fertilidad, fecundidad, pentoxifilina.
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OF CHILLED SEMEN AND

SUMMARY

EFFECT OF TWO EXTENDERS FOR THE CONSERVATION
INSEMINATION TIME ON SHEEP
FECUNDITY

Fertility, prolificidad and fecundity were evaluated In 761 mature Corriedale ewes. The ewes were
oestrus synchronized with sponges containing 60 mg of Medroxiprogesterone acetate (MAP)
and injected with 300 U. I. of eCG at sponge removal. Fresh semen was compared versus chilled
semen using two extenders : (INRA and modified Fiser), at two insemination moments (48 and
55 hours after sponge removal) and the addition of pentoxifylline 20 minutes prior to insemination
at a final concentration of 2, 4 mM. Higher fecundity was observed (P < 0. 05) with fresh semen
compared to chilled semen, The difference was explained by the higher fertility. No differences
were observed, according to the methodology used: INRA 83 extender (French insemination
method) and the Fiser extender (national method of cervical insemination). No differences in the
insemination time (48 versus 55 hours after sponge removal) were observed. The use of
pentoxifylline did not determine changes neither in fertility, nor in fecundity. Nevertheless an
improvement of “in vitro” spermatic motility evaluated microscopically was observed. Variations
were observed in the results owed to farm and year effects. In our conditions it is possible to

obtain a 40-50% fecundity rate to a single cervical insemination using chilled semen.

Key words: semen conservation, fertility, fecundity, pentoxifylline.

INTRODUCCION

La conservacion del semen tiene como premi-
sa poder extender el tiempo entre la colecta del
semen y la inseminacion de las hembras (Evans
y Maxwell, 1987; Gil, 2002). La conservacion del
semen en forma liquida (refrigerado) disminuye los
costos de la congelacion, permitiendo el traslado
del semen o dilata su utilizacion en unos dias; fa-
cilitando las inseminaciones de Pruebas de Pro-
genie o en Centros de Inseminacion (Colas, 1983;
Guérin, 1990; Fernandez Abella et al., 1998; 2004b;
Salamon y Maxwell, 2000).

Utilizando semen refrigerado, se ha determi-
nado que momento de inseminacion afecta la
fertilidad (Fernandez Abella et al., 2003). En efec-
to, la velocidad del transporte espermatico del
semen refrigerado observada en el tracto geni-
tal, es menor ala del semen fresco (Briicknery
Kampler, 1984; Fernandez Abella et al., 2001).

Por otra parte, se ha observado en distintas
especies y verificado en semen ovino congela-
do, que el agregado de pentoxifilina posdescon-

gelacion mejora su fertilidad (Fernandez Abella
etal., 2004 b).

En este trabajo, los objetivos fueron compa-
rar dos metodologias diferentes de inseminacion
(francesa y uruguaya) con dos protocolos de
conservacion de semen refrigerado, con el fin
de cuantificarlos. Por otra parte, determinar si la
utilizacion de pentoxifilina en el semen refrigera-
do mejora la fertilidad.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y animales experimentales

Los ensayos de campo (inseminaciones arti-
ficiales) fueron realizados: en el Centro de In-
vestigacién y Experimentacién “Dr. Alejandro
Gallinal” (CIEDAG) (latitud 33°52" latitud sur)
perteneciente al Secretariado Uruguayo de la
Lana (SUL) y en los establecimientos “Buena
Vista” (Minas) y “Nuestra Sra. del Carmen” (La-
drillos), ubicados ambos en el Departamento de
Lavalleja. Se utilizé un total de 761 ovejas adul-
tas de la raza Corriedale.
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Sincronizacion del celo

Las ovejas fueron sincronizadas con esponjas
de MAP (60 mg de acetato de Medroxiprogestero-
na; Synthex®), Laboratorio Universal) mantenidas
en la vagina durante 14 dias, y se administraron
300 U.I. de eCG (gonadotropina coridnica equina;
Novormon®), Laboratorio Universal) al retirar las
mismas.

Manejo del semen

Los eyaculados de 4 carneros Corriedale fue-
ron obtenidos por colecta con vagina artificial, y
luego de ser mezclados se dividian en dos par-
tes, para ser conservados por dos métodos:
Fiser modificado (Fernandez Abella et al., 1998;
con leche descremada UHT y un 15 v/v de yema
de huevo) y diluyente INRA 83, en base a leche
descremada en polvo granulada (Gayelord-
Hauser®), reconstituida con agua bidestilada.

La temperatura de conservacion del semen
fue de 4-5° C para el diluyente Fiser modificado
y de 15° C para el diluyente INRA. El semen con-
servado fue utilizado siempre entre las 24 y26
horas poscolecta.

Las ovejas fueron inseminadas una sola vez,
utilizandonse dos metodologias:

* Francesa, donde el semen es envasado en
pajuelas de 0.25 mL y se inocula con la ayuda
de un piston y una vaina plastica, donde se co-
loca la pajuela. El cuello uterino se localiza con
la ayuda de un espéculo.

* Nacional, utilizando una pistola Walmur®
y un vaginoscopio para localizar el cuello uteri-
no. El semen diluido en un tubo de ensayo, es
aspirado por la canula de la pistola y depositado
en el cuello uterino.

Tratamientos

Ensayo I

En el mes de Abril (2003) se realizaron 6 tra-
tamientos en dos repeticiones (CIEDAG vy pre-
dio particular) en 476 ovejas de la raza Corrie-
dale.

3de?7

Los tratamientos fueron:

1. Inseminacion con semen fresco diluido en le-
che descremada en dosis de 110 millones de
espermatozoides en un volumen de 0.20 mL,
alas 55 horas de retiradas las esponjas (tes-
tigo). Entre la colecta y la inseminacion trans-
currian 90 a 120 minutos.

2.idem que anterior (semen freso diluido), utili-
zando 220 millones de espermatozoides por
dosis.

3. Inseminacién con semen refrigerado método
INRA 83 en dosis de 110 millones de
espermatozoides en un volumen de 0.20 mL.
La inseminacion se realizé a las 48 horas de
retiradas las esponjas segun metodologia fran-
cesa.

4. Inseminacién con semen refrigerado por el
método Fiser modificado en dosis de 110 mi-
llones de espermatozoides en un volumen de
0.10 mL. La inseminacion se realiz6 segun
metodologia nacional, a las 48 horas de reti-
radas las esponjas.

5. Inseminacion con semen refrigerado por el
método INRA 83 en dosis de 110 millones de
espermatozoides en un volumen de 0.20 mL.
La inseminacion se realizé segun método
francés, a las 55 horas de retiradas las es-
ponjas

6. Inseminacion con semen refrigerado por el
meétodo Fiser modificado, en dosis de 110
millones de espermatozoides en un volumen
de 0.10 mL. La inseminacion se realiz6 se-
gun método nacional, a las 55 horas de reti-
radas las esponjas.

Ensayo Il:

Se realizaron 5 tratamientos en dos repeticio-
nes (CIEDAG vy predio comercial) en el otofio
2004, utilizando 285 ovejas Corriedale.

[. Inseminacion con semen fresco diluido en
leche descremada en dosis de 110 millo-
nes de espermatozoides en un volumen de
0.10 mL. La inseminacion se realizd segun
método nacional, a las 55 horas de retiradas
las esponjas (testigo).
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[I. Inseminacion con semen refrigerado segun
método INRA 83 en dosis de 110 millones
de espermatozoides en un volumen de 0.10
mL. La inseminacion se realiz6 segin me-
todologia francesa, a las 48 horas de retira-
das las esponjas.

[ll. Inseminacion con semen refrigerado por mé-
todo de Fiser modificado en dosis de 110
millones de espermatozoides en un volumen
de 0.10 mL. La inseminacion se realiz6 se-
gun método nacional, a las 48 horas de re-
tiradas las esponjas.

IV. Inseminacién con semen refrigerado segun
método de INRA 83 en dosis de 110 millo-
nes de espermatozoides en un volumen de
0.10 mL, con el agregado de Pentoxifilina
(Ptx) 20 minutos antes de comenzar la in-
seminacion en una concentracion final de
2.4 mM. La inseminacion se realiz6 segun
método francés, a las 48 horas de retira-
das las esponjas.

V. Inseminacién con semen refrigerado segun
Fiser modificado, en dosis de 110 millones
de espermatozoides en un volumen de
0.10 mL, con el agregado de Pentoxifilina
20 minutos antes de comenzar la insemi-
nacién en una concentracion final de 2.4 mM.
La inseminacion se realiz6 segun método
nacional, a las 48 horas de retiradas las
esponjas.

Eficiencia reproductiva

Se evaluo la fertilidad, como el porcentaje
de prefiez observado a los 40-45 dias pos-ser-
vicio por ultrasonografia en tiempo real (Aloka
550, con sonda de 3.5 Mhz). En la misma se
determind la carga fetal, definiéndose la
prolificidad como el nimero de fetos por oveja
prefiada. La fecundidad se definié como el pro-
ducto entre la fertilidad y la prolificidad.

Andlisis estadistico

Las diferencias en fertilidad, prolificidad y fe-
cundidad, fueron evaluadas a través de la prue-
bas no paramétricas utilizando el paquete esta-
distico SYSTAT-7 (SPSS Inc, Francia, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo |

En ambas repeticiones se observé una ma-
yor fecundidad (P < 0.05) del semen fresco res-
pecto al semen refrigerado, explicada esta dife-
rencia por una mayor fertilidad. Existieron dife-
rencias entre las repeticiones, observandose
para ambos parametros reproductivos valores
superiores en la hembras del CIEDAG.

La utilizacion de una doble dosis de semen
fresco (110 versus 220 millones de espermato-
zoides: tratamientos 1y 2 respectivamente), no
determind diferencias en ningun de los tres pa-
rametros reproductivos evaluados (cuadro 1).
Esto confirma resultados de experiencias ante-
riores, que demuestran que la utilizacion de do-
sis superiores a 100-120 millones de semen fres-
co puro o diluido, no mejoran la fertilidad (Fer-
nandez Abella et al., 1992; Fernandez Abella 'y
Villegas, 1992).

El semen conservado durante 24-26 horas
presento reducciones importantes en fertilidad
y fecundidad, respecto al semen fresco. Se ob-
servaron diferencias, segun la repeticion com-
portandose mejor la metodologia francesa
(diluyente INRA 83 mas método de inseminacion
francés) en una repeticién y el método nacional
de inseminacion cervical, utilizando el diluyente
Fiser en la otra. Esto determina, que analizando
los resultados en su conjunto no existan dife-
rencias estadisticamente significativas
(P > 0.10).

No se encontraron diferencias en el momen-
to de realizar la inseminacion (48 versus 55 ho-
ras de retiradas las esponjas). Esto contradice
lo observado por Fernandez Abella et al. (2003),
quienes encontraron mayor fertilidad inseminan-
do a las 46-48 horas, versus 50-52 horas, utili-
zando semen refrigerado a 5° C, en ovejas Me-
rino sincronizadas con MAP. Esto se puede ex-
plicar por haber utilizado en el presente trabajo
eCG (gonadotropina coriénica equina), y no en
el ensayo mencionado. Es conocido, que laeCG
(PMSG) ademas de incrementar las chances de
fertilizacion (tasa ovulatoria), aumenta las con-
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Cuadro 1. Fertilidad, prolificidad y fecundidad segun tratamientos y repeticiones (Ensayo I).

CIEDAG
(FLORIDA)
FERTILIDAD PROLIFICIDAD FECUNDIDAD

TRATAMIENTO N % %
1- Fresco 110: 29 89.7 a 1.19b 106.7 a
2- Fresco 220: 28 75.0 a 1.38a 103.5 a
3-INRA 48 h 37 189c 1.00c 189c
4- FISER 48 h 40 30.0c 1.33a 399b
5-INRA 52 h 26 50.0b 1.08b 54.0b
6- FISER 52 h 49 26.5¢c 1.15b 305b

209
Predio (MINAS)
1- Fresco 110: 45 66.7 a 1.13 75.4 a
2- Fresco 220: 44 66.7 a 1.17 78.0 a
3-INRA 48 h 44 45.5 ab 1.20 546 b
4- FISER 48 h 44 27.3b 1.17 319¢c
5-INRA 52 h 52 28.8b 1.20 346¢
6- FISER 52 h 38 289b 1.10 31.8¢c

267

N FERTILIDAD PROLIFICIDAD FECUNDIDAD
% %

1- Fresco 110: 74 75.7 a 1.16 87.8 a
2- Fresco 220: 72 69.4 a 1.26 87.4 a
3-INRA 48 h 81 33.3b 1.15 38.3b
4- FISER 48 h 84 286 b 1.25 35.8b
5-INRA 52 h 78 359b 1.14 409b
6- FISER 52 h 87 276 Db 1.23 339b

476

Diferentes letras en cada columna difieren al 5 %.
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tracciones uterinas, mejorando el transporte es-
permatico y disminuyendo la mortalidad embrio-
naria, contrarrestando el efecto negativo asocia-
do al tratamiento con progestagenos (Lanford et
al., 1983; Prud’"homme y Pele, 1984).

Ensayo Il

Los resultados obtenidos son similares a los
del ensayo |, aunque las fertilidades y fecundida-
des obtenidas con semen refrigerado son mas
elevadas (cuadro 2). No se observaron diferen-
cias entre repeticiones.

Utilizando semen refrigerado e inseminacion
cervical, resultados de fecundidad del orden del
50%, son los valores mas elevados reportados
por la literatura (Maxwell y Salamon, 1993;
Fernandez Abella et al.,. 2003; Fierro, 2005).

El uso de pentoxifilina, la cual es efectiva cuan-
do se usa con semen congelado (Fernandez
Abella et al., 2004b), no mostré con semen re-
frigerado cambios ni en fertilidad, ni en la fecun-
didad. No obstante, se observo “in vitro” una me-
jora en la motilidad esperméatica evaluada
microscOpicamente y se produjo una tendencia
aincrementar la prolificidad en ambos diluyentes
(cuadro 2).

En la literatura, se citan distintas sustancias
como aditivos para mejorar la fertilidad del se-
men. Respecto al semen refrigerado, reciente-
mente en el pais, Fierro (2005), observo que el
agregado de un 2% de glicerol a un diluyente
en base de leche descremada UHT y yema hue-
vo, mejoraba su fertilidad, realizando la insemi-
nacion tanto a las 24 horas de conservacion,
como a las 48 horas (Araujo et al., 2006).

CONCLUSIONES

No se detectataron diferencias en la fertilidad,
segun al tipo de diluyente, ni por la metodologia
utilizada.

El agregado de pentoxifilina al semen refrige-
rado, no modificé la performance reproductiva.

Se observaron variaciones en la fertilidad,
debidas al predio y al efecto afio.

Utilizando semen refrigerado, en nuestras
condiciones, es posible alcanzar el 40- 50% de
fecundidad.
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Cuadro 2. Fertilidad, prolificidad y fecundidad segln tratamientos (Ensayo II).

Tratamiento FERTILIDAD PROLIFICIDAD FECUNDIDAD N
% %

| Testigo 68.22 1.17 ab 79.8 a 85

Il INRA 48.0b 1.25a 60.0 b 50

Il Fiser 50.0 b 1.08b 54.0b 50

IV INRA-Ptx 42.0b 1.33a 56.0 b 50

V Fiser-Ptx 49.0b 1.16 ab 56.9 b 50

aversus b: P <0.05.
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