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EL SELENIO Y SU RELACION CON LA CALIDAD ESPERMATICA DEL
CARNERO
Said Cadena Villegas, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015

Con el objetivo de evaluar la relacion de la suplementacion con selenio y la calidad de
semen en carneros de pelo, se llevaron a cabo tres experimentos. En el primero se
determinaron las variaciones en produccion y calidad de semen en ocho carneros de
pelo, a los cuales se les colecto semen cada 15 dias en el periodo comprendido entre
marzo del 2013 y febrero del 2014, el cual se dividié en dos épocas, anestro (de marzo
a julio) y época reproductiva (de agosto a febrero). Se evaluaron en el eyaculado el
volumen, concentraciéon espermatica, movilidad, morfologia y porcentaje de
espermatozoides vivos; adicionalmente, se correlacionaron con las variables
ambientales (temperatura, precipitacion y fotoperiodo). Las caracteristicas seminales
fueron diferentes entre épocas (p<0.05). En la época reproductiva fue mayor el
volumen (1.4 mL), la concentracion espermatica (2.4 X109), la movilidad (4.8) y el
porcentaje de espermatozoides vivos (92%), en comparacion con el anestro, donde
disminuyeron a 0.9 mL, 1.9X10 9, 4.0 y 88 %; respectivamente, cada una de las
variables. Se encontré una correlacion negativa entre la movilidad y el fotoperiodo (-
0.73), lo que indica que cuando incrementan las horas luz (anestro) se disminuye la
movilidad del eyaculado. En conclusién, a 19° LN, los carneros de pelo presentan un
patrén de reproduccion estacional, y durante la época reproductiva (agosto a febrero)
se presentan las mejores caracteristicas seminales en el eyaculado. En el segundo
experimento, los sementales se asignaron al azar a uno de dos grupos, en el grupo 1
se adicion¢ a la dieta 0.4ppm de selenito de sodio y el grupo dos fue testigo (sin adiciéon
de selenio), se evaluaron cada 15 dias, entre los meses de junio a octubre, los cambios
en las caracteristicas del eyaculado (volumen, concentracién espermatica, movilidad,
morfologia y porcentaje de espermatozoides vivos), mensualmente se tomaron
muestras de sangre para determinar las concentraciones de Selenio (Se) en plasmay
en octubre se tomaron muestras de sangre para determinar produccion de

malondialdehido como indicador de la liperoxidacion y actividad de glutation



peroxidasa. Las caracteristicas seminales se correlacionaron con las concentraciones
de Se en plasma. Los resultados indican diferencias (p<0.05) en las concentraciones
de Se en plasma de los carneros suplementados con respecto al testigo a partir del
tercer mes de suplementacion (23.8 y 11.7 respectivamente). Asi mismo, el volumen
del eyaculado fue mayor (p<0.05) hasta el cuarto mes de suplementacion (1.6 mL) y
la concentracidn espermatica se incrementoé a partir del segundo mes (2.5X109) y se
mantuvo hasta el final del periodo experimental. Se registraron correlaciones positivas
y significativas (p<0.05) entre el nivel de Se en plasma y el volumen (0.43),
concentracion (0.36) y movilidad (0.27) del semen. En conclusién, la administracién de
selenio incrementd el volumen del eyaculado y la concentracién espermatica. En el
tercer experimento, se evalu6 si la suplementacién con Se a los carneros permite
mejorar las caracteristicas del semen conservado en fresco (37°C) durante 4 h,
refrigerado (5°C) durante 96h y congelado (-196°C). Los carneros se asignaron al azar
a uno de dos grupos, en el grupo uno se adiciono en la dieta 0.4 ppm de selenito de
sodio y el grupo dos fue el testigo (sin adicion de selenio); se evalud por un periodo de
ocho semanas, 60 dias posteriores al inicio de la suplementacion. . Las variables
estudiadas fueron: porcentaje de espermatozoides vivos, movilidad y el porcentaje de
espermatozoides con integridad de membrana. El grupo con la suplementacién con Se
fue diferente (p<0.05) al testigo en porcentaje de vivos, movilidad e integridad de
membrana a las 4 h para la conservacion en fresco, en el semen refrigerado se
observaron diferencias (p<0.05) en porcentaje de vivos a partir de las 24 h y para la
conservacion en congelacion no se observaron diferencias (p>0.05). La
suplementacién con selenio mejora las caracteristicas del semen conservado en fresco

y refrigerado.
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SELENIUM AND ITS RELATIONSHIP WITH RAM SPERM QUALITY
Said Cadena Villegas, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015

The purpose of this study was to determinate the relationship between selenium
supplementation and semen quality in hair rams. Three experiments were implemented
in order to accomplish the objective. In the first experiment, the annual variations in
production and semen quality were determined on eight hair rams, the samples of
sperm where collected every 15 days in the period between March 2013 and February
2014, this period was divided into two phases, anestrus (March to July) and breeding
season (August to February). The volume, sperm concentration, motility, morphology
and percentage of live sperm were evaluated on the semen samples. The semen
characteristics correlated with environmental variables (temperature, precipitation and
photoperiod). The seminal characteristics changed between periods (p <0.05). During
the breeding season it was found a higher volume (1.4 mL), sperm concentration (2.4
X109), motility (4.8) and the percentage of live sperm (92%) compared with the
anestrus, which decreased to 0.9 mL, 1.9 X10 9, 4.0 and 88%; respectively each
variable. A negative correlation between motility and photoperiod (-0.73) was found,
indicating that as the light hours increases (anestrus) the ejaculation motility decreases.
In conclusion, at 19° North Latitude, hair sheep exhibit a seasonal pattern reproduction,
and during the breeding season (August to February) shows the best seminal
characteristics in the ejaculated semen. In the second experiment, the rams were
randomly assigned to one of two groups, to the group 1 were added 0.4-ppm sodium
selenite in diet and the group 2, were not added (control group). The changes in the
characteristics of the ejaculated semen (volume, sperm concentration, motility,
morphology and percentage of live sperm) were evaluated every 15 days, between
June and October of 2013, monthly blood samples were taken to determine the
concentrations of selenium (Se) in plasma. In October, blood samples were taken to
determine malondialdehyde production as indicator of lipoperoxidation and glutathione
peroxidase activity. The seminal characteristics correlated with Se concentrations in

plasma. The results indicate differences (p<0.05) in plasma concentrations were rams



supplemented compared with the control after the third month of supplementation (23.8
and 11.7 respectively). In addition, the volume of ejaculated semen was higher (p
<0.05) until the fourth month of supplementation (1.6 mL), the sperm concentration
increased from the second month (2.5X109) until the end of the experimental period.
Significant positive correlations (p <0.05) between the levels of Se in plasma volume
(0.43), concentration (0.36) and motility (0.27) of semen were found. In conclusion, the
administration of selenium increased ejaculate volume and sperm concentration. In the
third experiment, it was investigated how Se supplementation improves the sheep
semen characteristics stored in a fresh (37 ° C) for 4 h, cooled (5 ° C) for 96 h and
frozen (-196 ° C) conditions. The rams were randomly assigned to one of two groups,
in the group 1 were added in the diet 0.4 ppm of sodium selenite and group two was
the control (without addition of selenium). The sample units were evaluated for a period
of eight weeks, 60 days after the start of supplementation. The studied variables were:
percentage of live sperm, motility and percentage of functional sperm membrane
integrity. The group with Se supplementation was different (p <0.05) in percentage of
live sperm, motility and functional sperm membrane integrity at 4 h for keeping fresh,
of control treatment. In refrigerated sperm we found difference (p <0.05) between
treatment and control in percentage live spermatozoids, between 24 h of conserved
semen and frozen semen no differences were observed (p> 0.05). Selenium
supplementation improves semen characteristics in preserved in fresh and refrigerated

semen.

Keywords: Ram, conservation, production, semen, supplementation, selenium.
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I. INTRODUCCION

La calidad de semen, depende de factores genéticos, ambientales y la interaccién
entre ambos (Foote, 1978); sin embargo, las condiciones ambientales generan
importantes cambios en el desempeno reproductivo en especies de produccion como

los ovinos (Bustos y Torres-Dias, 2012).

La influencia de los factores ambientales en la produccion de semen en especies de
interés zootécnico ha sido reportada por diversos autores (Dacheux et al., 1981;
D'Alessandro y Martemucci, 2003). Los pequefios rumiantes muestran cambios
estacionales en su actividad reproductiva, los cuales tienen la época de empadre en
otoo e invierno y permanecen en anestro en primavera y verano, conducta que se

encuentra regulada por el fotoperiodo (Goémez-Brunet et al., 2012).

La estacionalidad reproductiva limita el desarrollo de estrategias como la inseminacion
artificial (1A), la cual es una técnica de reproduccion por la cual el semen colectado de
manera artificial, se deposita en el tracto reproductivo de las hembras para realizar la
fecundacion de los 6vulos maduros (Cueto y Gibbons, 2005). En este sentido, la IA
depende de la calidad seminal para obtener resultados satisfactorios, por lo tanto, los
estudios para la conservacion de semen han abordado diferentes planteamientos tales
como, la reduccion del metabolismo celular y/o el uso de crioprotectores (Salomon y
Maxwell, 2000). Asi, para la IA es necesario colectar el mayor volumen de semen y
conservarlo de manera eficiente, manteniendo sus parametros de movilidad y vitalidad
(David et al., 2007) y desde el desarrollo de esta técnica en perros utilizando semen
congelado, se han llevado diversos avances en los diluyentes para su conservacion,
creando los medios para mantener sus caracteristicas intactas y que este sea

conservado con la mayor calidad (Palacios, 1994; Bencharif et al., 2008).

El semen de machos usados para |IA puede ser utilizado en forma fresca, refrigerada
o congelada. El uso de semen fresco limita su vida util, por el contrario, la viabilidad
del semen preservado en refrigeracion, permite mantener mas la sobrevivencia del

semen, lo que da mayor oportunidad de su uso en programas de IA en unidades de



produccion distantes a los centros en donde se tienen los sementales (Martinez et al.,
2006) y el proceso de congelacion reduce la motilidad de los espermatozoides y altera
la integridad de su membrana, y estos cambios estan asociados con la disminucidn en

la capacidad fertilizante del semen (Maxwell y Watson, 1996).

Se ha descubierto que la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS)
producidas en el semen reducen considerablemente la capacidad fertilizante de los
espermatozoides, principalmente por efecto de la lipoperoxidacién que se lleva a cabo
en las células y provoca la destruccidon del ADN, lipidos, proteinas y en consecuencia

la muerte de la célula (Partyka et al., 2012).

Se considera que los lipidos son las macromoléculas mas susceptibles y que estan
presentes en la membrana de las células espermaticas (Agargwal et al., 2008) los
dafos en consecuencia de esta alteracion estan relacionados con alteraciones en la
movilidad (Sundararaman y Edwin, 2008) y dafio en la estructura de ADN de las células
germinales y de los espermatozoides que originan bajos indices de concepcion (Peris
et al., 2004). El semen tiene una gran capacidad para producir ROS y esta
acondicionado con mecanismos enzimaticos de defensa contra estos compuestos, los
mas importantes son las enzimas Superdxido Dismutasa (SOD), catalasa y Glutationa
Peroxidasa. Sin embargo, se ha comprobado que en los procesos de conservacion de
semen, la adicion de antioxidantes ha demostrado beneficios en las caracteristicas del
semen descongelado (Ruiz et al., 2007). La suplementacion con oligoelementos tales
como el Cobre (Cu), Zinc (Zn) y Selenio (Se) permiten que estas enzimas tengan un

mejor funcionamiento en defensa de la accidn de los ROS (Jaramillo et al., 2005).

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue determinar los cambios
estacionales en la produccion de semen de carneros de pelo encastados con Damara
y determinar si la suplementacion con selenio permite mejorar los procesos de

conservacion de semen.



Il. REVISION DE LITERATURA

La demanda de alimentos creada por el incremento en la poblacidon hace necesario el
uso eficiente de los recursos genéticos, asi como la innovacién y mejora de los
sistemas de produccién ya existentes; la implementacion de programas de
inseminacion artificial y transferencia de embriones han hecho posible mejorar los

procesos de mejoramiento genético (Dattena y Mayorga, 2011).

La inseminacion artificial (IA) es sin duda la herramienta biotecnoldgica en pequefios
rumiantes que mas impacto ha tenido, aunque sus inicios se consideran desde hace
siglos, su importancia es mayor en los ultimos 60 afios, con la mejora en las técnicas
de extraccion, evaluacién y conservacién de semen, primero con el uso de semen en
refrigeracion con tiempos limitados y su evolucion a periodos muy prolongados por
medio de la congelacion (De Lucas, 2012). Sin embargo, diversos autores mencionan
las variaciones estacionales en la capacidad reproductiva de los carneros
(D’Alessandro y Martemucci, 2003; Oberst et al., 2004; Bustos y Torres-Diaz, 2012)
por lo que es importante establecer las épocas mas propicias de coleccion de semen

para su conservacion.

21 Regulacion de la actividad reproductiva en el macho
En los ovinos, la estacionalidad reproductiva, constituye una limitante que impide
mantener una produccion continua a lo largo del afio, y se piensa que existen grandes
diferencias entre razas, las originarias de altas latitudes, como las de cara negra, por
ejemplo, la suffolk, muestran una marcada estacionalidad reproductiva y las razas

africanas y asiaticas su estacionalidad es muy corta o nula (Valencia y Arrollo, 2005).

En el carnero, la capacidad para producir semen y realizar la monta se mantiene a lo
largo del ano (Aguirre, 2004), sin embargo, la produccion y caracteristicas del semen,
producido durante el periodo reproductivo pueden presentar importantes variaciones
en cuanto a su calidad y cantidad (Pourseif y Moghaddam, 2012), lo cual, es importante
para establecer periodos de empadre, que coincidan con la etapa de mayor produccion
de semen del carnero, ya sea para el uso de monta natural o periodos de extraccidon

de semen para |A durante todo el afio (Sepulveda et al., 2002).



Los carneros, se consideran como reproductores estacionales, que muestran una
libido muy alta en los dias cortos (Orihuela, 2014). Olah et al. (2013) al evaluar las
caracteristicas del eyaculado y diametro testicular de siete razas de carneros durante
un afno, encontraron un incremento en el diametro testicular, con los mayores
diametros en verano y otofo, y la reduccion en invierno y primavera, adicionalmente,
observaron cambios en volumen y concentracion del eyaculado, habiendo diferencias
marcadas entre razas, en donde la raza Suffolk mostré la menor concentracién

espermatica en todas las estaciones del afno.

Sin embargo, actualmente se han implementado estrategias de manejo en los
pequeios rumiantes que permiten incrementar su actividad reproductiva en épocas
que tradicionalmente se consideraban como no aptas para la reproduccion, tal es el
caso del control del fotoperiodo (horas luz) y estrategias de suplementacion alimenticia
para incrementar la respuesta sexual (Cruz-Castrejon et al., 2007). Al respecto Sayed
y Mohamed (2010) mencionaron que, al suplementar carneros con alfalfa en diferentes
épocas del afo observaron que el volumen del eyaculado fue significativamente mayor
con un incremento en el consumo, la motilidad también tuvo un incremento conforme
se mejoro el consumo de alimento. Por lo tanto, reportan que el nivel nutricional tiene
un gran impacto en el comportamiento reproductivo de los carneros y que el consumo

de proteina esta relacionado con su capacidad reproductiva.

La suplementacion mineral también es importante en la produccion de semen de los
carneros. Para el caso del selenio, Bin et al. (2008) mencionaron que al suministrar un
suplemento con vitamina E y Selenio, observaron que la combinacién de estos dos
elementos, mejord las caracteristicas seminales y el desempefio reproductivo en

carneros solamente después de tres meses de suplementacion.

2.1.2 Eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal

La regulacién de las funciones sexuales se realiza en estrecha relacion de los sistemas
nerviosos central y enddcrino, en donde el centro de esta regulacion es el sistema
hipotalamo- hipofisiario- gonadal (Figura 1). Este sistema regulador a través de
impulsos nerviosos neurohormonales (factores de liberacién) y hormonas

(gonadotropinas hipofisiarias) estimulan la actividad de los 6rganos terminales
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(testiculos) que secretan sus propias hormonas. Las hormonas testiculares estan
representadas por los andrégenos que influyen en la estructura y funcion de los

conductos testiculares (Velazquez et al., 2007).

Figura 1. Representacion esquematica del eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal
(Modificado de Bustos y Torres-Diaz, 2012).

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es liberada del hipotalamo al
sistema porta hasta llegar a los gonadotropos (células productoras de gonadotropinas)
presentes en la hipdfisis anterior (adenohipodfisis) donde estimula la secrecion de la
hormona foliculo estimulante (FHS) y hormona luteinizante (LH). Luego de su
liberacion pulsatil, éstas viajan hasta los testiculos, donde FSH ejerce sus efectos en
los sustentocitos (células de Sertoli) mientras que LH actua en los endocrinocitos
intersticiales (células de Leydig). Las Células de Sertoli se localizan al interior de los
tubulos seminiferos y su funcién principal es apoyar el desarrollo de los
espermatozoides. Estas células ademas, secretan algunas proteinas (inhibina y
activina) que regulan la liberacién de FSH desde la hipéfisis anterior y proteinas de
unién a testosterona (ABP; Androgen Binding Protein). Las células de Leydig se
localizan entre los tubulos seminiferos, y por la estimulacion de LH, inician la sintesis
y secrecion de testosterona. Los niveles de testosterona controlan la liberacion de
GnRH y de gonadotropinas y por lo tanto, también su propia concentracion a través de
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un sistema de retroalimentacion negativa. Cuando las concentraciones de testosterona
son altas, produce una retroalimentacion negativa en el hipotalamo, por el contrario,
cuando los niveles son bajos, no se produce la inhibicién y el sistema incrementa la

secrecion de GnRH, gonadotropinas y testosterona (Bustos y Torres-Diaz, 2012).

Por lo tanto, en el macho, los testiculos tienen dos funciones esenciales: la
gametogénesis (epitelio germinal) y esteroidogénesis (Células de Leydig y Sertoli) las

cuales estan reguladas por la liberacion de hormonas hipofisarias (Hafez, 1993).

2.1.3 Factores ambientales que afectan la produccién de semen

2.1.3.1 Fotoperiodo

Existen especies en las que la actividad reproductiva se limita a un cierto periodo en
el ano, lo que se conoce como estacionalidad reproductiva, cuyo objetivo es que las
crias nazcan en la época mas favorable del afio. En las hembras permite que solo en
ciertos meses existan ciclos ovulatorios y en el macho, regula el tamafio testicular, la
produccion de testosterona y semen, y modifica en comportamiento sexual (Gerlach y
Aurich, 2000). En el caso de los carneros, la produccion de semen es afectada por la

época reproductiva, que es mejor cuando los dias son mas cortos (Foote, 1978).

Las sefales de luz que llegan a los ojos viajan al area supraquiasmatica del
hipotalamo, estructura que controla el ritmo de las 24 h y que necesita de las sefales
de la luz para que este ritmo sea alineado con la aurora y el crepusculo. En esta area,
las sefales dpticas entran al sistema nervioso simpatico, viajan por la medula espinal
al ganglio cervical superior y desde ahi, a la glandula pineal que es el sitio de
produccion de melatonina; de tal manera que la presencia de luz interrumpe la
secrecion de melatonina y las concentraciones en sangre son pocas en el dia pero
altas durante la noche (Martin, 2003). La secrecion nocturna de melatonina refleja la
duracion de la noche y regula la secrecién pulsatil de GnRH, la cual induce cambios
en la secrecion de LH, y es responsable de la presencia o ausencia de la ovulacion en
la hembra y del incremento en la produccion de esperma en el macho. Aunque la
melatonina tiene sus sitios de accion en la par tuberalis de la adenohipdfisis, el
hipotalamo contiene los sitios diana fisiolégicos de la melatonina para su accion sobre

la reproduccion, entonces, la melatonina no parece actuar directamente sobre las
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neuronas secretoras de GnRH; mas bien parece implicar un complejo circuito neuronal
que incluye al menos los nucleos dopaminérgico, serotoninérgico y aminoacidérgica

excitatorio (Malpaux et al., 1999; Figura 2).

Figura 2. Representacion esquematica de la estimulacién luminosa a la glandula
pineal. NPV: Nucleo para ventricular, NSQ. Nucleo supraquiasmatico; CCI:
Columna celular Intermediolateral; GCS: Ganglio cervical superior y G.P:
Glandula pineal (Modificado de Moore, 1996).

En este sentido, el fotoperiodo es la sefial que indica el inicio o final de la estacionalidad
reproductiva, debido a los cambios en la duracién del dia que incrementan o reducen

la secrecion de melatonina (Lehman et al., 2010).

Al inicio de la época reproductiva el incremento en la secrecion de melatonina estimula

al hipotalamo de tal forma que se incrementa su frecuencia de secrecion de pulsos de
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GnRH, esto incrementa la secrecion de pulsos de LH y las concentraciones de FSH y
la actividad gonadal, la produccién de esteroides se incrementa y ejerce sus efectos
secundarios y de comportamiento. Los esteroides actuan en sincronizacion con las
gonadotropinas estimulando las gonadas para la produccion de espermatozoides
(Martin, 2003).

Mandiki et al. (1998) determinaron los niveles de hormonas circulantes en carneros
Suffolk en Bélgica, encontraron que las concentraciones de FSH fueron mas elevadas
en verano y otofio y bajas en invierno y primavera del hemisferio norte (4.56, 3.44, 2.06
y 3.05 ng mL-"' respectivamente). Las concentraciones de testosterona fueron mas
altos en otofio (5.33 ng mL") y verano (2.51 ng mL-") y bajos en invierno y primavera
(1.48 ng mL-", igual en las dos épocas). Las concentraciones de prolactina fueron
reportadas en orden descendente en las estaciones de verano, primavera, otofio e
invierno (92.07, 67.98, 49.11 y 11.26 ng mL™" respectivamente). Esto indica que las
concentraciones de hormonas fluctuan drasticamente en los carneros susceptibles a
la estacionalidad reproductiva y estan asociados a cambios en el eje hipotalamo-
hipofisiario. En general, cambios en la secrecion de gonadotropinas se asocian al
incremento en la produccion de testosterona y el incremento en el tamano testicular
(Gerlach et al., 2000).

Estos cambios en las concentraciones hormonales, también se reflejan en la
circunferencia testicular como lo reporta Sarlos et al. (2013) quienes al evaluar los
cambios en el diametro testicular de carneros Racka en Hungria reportaron que los
menores valores se observaron en invierno (22.64+0.18 cm) y el mayor tamafo en
otofio (31.551£0.14 cm) ademas de reportar una alta correlacién entre el tamafo

testicular (r=0.43, p<0.05) con los dias cortos.

También se han reportado cambios en las caracteristicas espermaticas, Sanchez et
al. (2013) reportaron en machos Saint Croix el mayor volumen del eyaculado en los
meses de octubre y noviembre (otofio;1.47 mL) y menor volumen en febrero (final del
invierno; 0.9 mL); sin embargo, la mayor motilidad se registré en diciembre (invierno;
3.35) y la menor en enero (1.98); la concentracién espermatica fue mas elevada en

diciembre (455.57X10°) y la menor en mayo (primavera; 77.36 X10°) lo que indica la



existencia de importantes diferencias en las caracteristicas del eyaculado en los

carneros.

Con la finalidad de mejorar el desempeno reproductivo de los carneros fuera de la
época reproductiva, se han utilizado tratamientos con fotoperiodo artificial en donde
los machos son sometidos de manera alterna a 1 mes de dias largos (16 h luz) y un
mes de dias cortos (8 h luz), lo cual mantiene una produccién de semen alta de manera
constante e incrementa la produccion de semen hasta en un 40% al afo (Chemineau
et al., 2008).

2.1.3.2 Nutricién

La nutricién, es un factor muy importante, que tiene influencia en el desempefio
reproductivo de los sementales ya que cambios en el peso corporal estan ligados a
variaciones importantes en el tamafo testicular en carneros Merino, afectando
directamente la produccion diaria de semen por gramo de tejido testicular (Martin et al.
1994) y el incremento en el tejido testicular por la suplementacion alimenticia aumenta

la proporcién de los tubulos seminiferos del tejido testicular (Martin et al., 1994).

Cambios en la nutricion ejercen cambios en los patrones de secrecién de hormonas
en la sangre y en el fluido cerebroespinal (CSF) y estos cambios generan variaciones
en el tejido cerebral que regulan el eje reproductivo. Al incrementar el consumo de
nutrientes y las concentraciones de acidos grasos volatiles y acido linoleico se
incrementa la secrecion de factores homeostaticos en plasma tales como la insulina,
leptina, glucosa, factor parecido a la insulina 1 (IGF-1). Sin embargo, en el CSF solo
incrementan los niveles de insulina, leptina y glucosa, indicando que la nutricion es un

modulador metabdlico de la secrecién de GnRH y gonadotropinas (Blache et al., 2000).

En machos, las deficiencias nutricionales después del destete pueden afectar el
crecimiento testicular y altos niveles de energia, desde el destete y por periodos muy
prolongados disminuyen la calidad seminal. Por ello la importancia de balancear las
dietas tomando en cuenta los niveles de proteina y energia (Mapletoft et al., 1998).
Adicionalmente, la nutricion tiene influencia en la edad a la pubertad, por lo tanto, sila

alimentacién es balanceada en energia y proteina, se logra una maduraciéon de los



carneros en un menor plazo, esto implica que un mayor numero de espermatozoides

y de mejor calidad en los primeros eyaculados del macho (Mapletoft et al., 1998).
Minerales

McDowell y Arthington (2005) sefialaron que los minerales son nutrimentos esenciales
para todos los animales e influyen en la eficiencia productiva del ganado. Se
consideran como el tercer grupo de nutrientes limitantes en la produccién animal y su
importancia radica en que son necesarios para la transformacion de la energia y
proteina, en componentes del organismo o en producto animal como leche, carne,

crias, piel y lana (Huerta, 1997; Salamanca, 2010).

La necesidad de minerales debe ser cubierta y controlada mediante el manejo de la
alimentacion, para evitar una carencia (falta) o toxicidad (exceso) de alguno de los
elementos, sin embargo, si el suministro de estos nutrimentos no se lleva a cabo de
manera balanceada, ocasiona que la funcion reproductiva tanto de machos como
hembras se afecte, lo que conlleva a una disminucién en la productividad y rentabilidad
de la produccion. Al respecto, Huerta (1999) mencion¢6 al P, Zn, Cu, Mn, Co, Se y |
como los minerales mas importantes en las funciones reproductivas. Las
investigaciones sobre fertilidad en ovinos se han enfocado principalmente en las
hembras, sin embargo, Mapletoft et al. (1998), mencionaron que la fertilidad del macho
es mucho mas importante que en la hembra, porque si la hembra falla se pierde una
cria, mientras que si falla el macho las pérdidas son mayores y su impacto dependera

del numero de ovejas que tiene asignadas.

La suplementacion con microelementos como el Zn y Se ha demostrado tener efectos
positivos en la fertilidad de los carneros debido a que tienen efectos importantes como

antioxidantes que mejoran las caracteristicas seminales (Kendall et al., 2000).
Selenio (Se)

Por el origen del suelo volcanico, la mayor parte del territorio mexicano presenta
problemas de carencia de Se, que se traduce en la presencia de cuadros clinicos y
subclinicos de la enfermedad del musculo blanco, en particular en rumiantes (Ramirez

et al.,, 2001) teniéndose que suplementar este elemento. La importancia nutricional del
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selenio comenzo en los afios 50 cuando se observo que la mayoria de miopatias en el
ovino se podian prevenir con la suplementacion de Se y vitamina E (McDonald et al.,
2002). Aunque la deficiencia ha sido sefalada en todas las especies, los rumiantes
parecen ser mas sensibles al padecimiento y en particular la situacion parece ser mas

grave en pequefos rumiantes (Ramirez et al., 2001; Ramirez et al., 2004).

Carmona-Fonseca (2010) menciond que el Se ingresa a la cadena alimentaria como
selenometionina y selenocisteina mediante el consumo de alimentos y es esencial
debido a sus multiples funciones como parte integral del sitio activo de las enzimas
antioxidantes funcionalmente activas (selenoenzimas: glutation peroxidasa vy
tiorredoxin-reductasa), induce apoptosis por mecanismo no conocido (Duntas, 2009;
Carmona-Fonseca, 2010), estimula el sistema inmunolégico (Spallholz, 1990; Turner
y Finch, 1991), interviene en el funcionamiento de la glandula tiroides, modula la
expresion de genes que codifican las selenoproteinas (Allmang y Krol, 2006),
interviene para producir energia mitocondrial junto con la vitamina E, estimula la
produccion de prostaglandinas y ubiquinona (coenzima Q10; Duntas, 2009; Carmona-
Fonseca, 2010) y contribuye a la fertilidad de machos (Foresta et al., 2002) y hembras
(Kommisrud et al., 2005).

La absorcion de Se es menor en rumiantes (29-35%) que en monogastricos (77-85%),
cuando se consume como selenito via oral (Carbajal et al., 2013). Las diferencias de
absorcién entre rumiantes y no rumiantes, se debe a la interaccion del mineral
ocasionada por los microorganismos del rumen, que cambian una parte en formas
insolubles (Se elemental y selenuros) y otra porcion la agregan a proteinas para formar
algunos selenoaminoacidos como son la selenometionina y selenocistina (Harrison y
Conrad, 1984). El principal sitio de absorcién es el duodeno (Sarabia-Martinez, 2004)
y se desecha a través de orina y excremento relativamente rapido (Carbajal et al.,
2013), cuando el consumo es alto tiende a acumularse y causa lesiones en los tejidos
(Villanueva, 2011).

Los principales efectos en la deficiencia de Se son, el metabolismo tiroideo, que afecta
seriamente los parametros productivos de los animales (Beckett y Arthur, 2005; Kéhrle
et al., 2007). Sin embargo, Hedaoo et al. (2008) mencionaron que las fluctuaciones de
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minerales traza tiene un impacto significativo en la salud reproductiva y desarrollo del

macho.

2.2 Importancia del selenio en machos
Se sabe que el Se influye en la morfologia histologica y tamafio de los testiculos (Kaur
y Kaur, 2000). Se ha reportado que 0.1 ppm de selenato de sodio en la materia seca
de raciones para carneros se asocia con un aumento significativo en la longitud y
circunferencia escrotal, ademas, mejora la calidad del semen al aumentar el volumen
de semen por eyaculacion, motilidad de los espermatozoides, la concentracion y
disminuye el porcentaje de espermatozoides muertos, asi como, anormalidades y
dafos en el acrosoma (Marai et al., 2009). En otro estudio EI-Sisy et al. (2008)
observaron que los machos cabrios suplementados con 0.15 ppm de Se organico
resultdé en un aumento significativo en secrecién de testosterona en comparacion con

los no suplementados.

Ademas de su efecto en la circunferencia escrotal, la presencia de Se en cantidades
adecuadas en testiculos es esencial para la espermatogénesis normal y tiene una
funcion fundamental en la maduracion del esperma de ovinos (Ahsan et al., 2014).
Dado que la calidad del semen vy la fertilidad dependen del proceso de maduracion de
los espermatozoides es necesario asegurar un adecuado suministro de este elemento
en machos. Kehr et al. (2009) observaron por microscopia de fluorescencia la
importancia del selenio en la espermatogénesis, ademas que la selenoproteina de
plasma P es la responsable del transporte del selenio de la sangre a los testiculos
(Olson et al., 2005; Imai et al., 2009; Kehr et al., 2009). ElI Se suministrado a los

testiculos se utiliza para la sintesis de selenoproteinas en testiculo (Ahsan et al., 2014).

La selenoproteina principal en el testiculo, es la fosfolipido hidroperéxido glutation
peroxidasa (GPx4 o PHGPx) que se expresa principalmente en el espermatozoide
(Foresta et al., 2002). La absorcion de la selenoproteina P se produce en las células
de Sertoli dentro de los tubulos seminiferos por un miembro de la familia de receptores
de lipoproteinas, apoliproteina E receptor-2 (ApoER?2) la cual transporta el Se presente
en el torrente sanguineo a las células espermatogénicas para favorecer la

espermatogénesis (Olson et al., 2007).
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Una deficiencia o ausencia de selenoproteina P y ApoER2 pueden dar lugar a
disminucién de la concentracion de Se en las células espermatogénicas, dando lugar
a defectos morfolégicos en los espermatozoides producidos en la espermatogénesis
(Ahsan et al., 2014). La ausencia de selenoproteina P reduce la cantidad de Se en los
testiculos hasta el 77% (Kehr et al., 2009).

Otra variante de GPx4 se observa en los nucleos de los espermatozoides (snGPx4 o
nGPx4) al final de la espermatogénesis (Chabory et al., 2010) y actua en la
estabilizacién de la cromatina condensada durante la maduracion del espermatozoide
(Conrad et al., 2005). Tanto GPx1 asi como GPx4 citosodlica (cGPx4) se expresan en
el epitelio del epididimo y sirven para proteger a los espermatozoides contra las
especies reactivas de oxigeno (ROS; Noblanc et al., 2011). Dentro del lumen del
epididimo, GPX5 actua en conjunto con GPx3 y se mueve junto con los
espermatozoides en el epididimo para protegerlos contra ROS durante el proceso de
maduracion (Noblanc et al., 2011). Por lo tanto, el Se como componente de
selenoproteinas y selenoenzimas esta implicado en la espermatogénesis mediante la
proteccion de los espermatozoides del dafo oxidativo ocasionado por las ROS

influyendo de manera importante en la fertilidad.

23 Conservacién de semen
La necesidad de gestar ovejas con sementales genéticamente superiores, requiere de
transportar el semen, desde los centros de coleccion hasta las unidades de
produccion, en donde se encuentran las hembras, esto implica grandes distancias y
en general, periodos prolongados para la sobrevivencia del semen, ademas de la
necesidad de extraer semen en las épocas de mayor calidad seminal (meses con
menos horas luz) para su almacenamiento y uso en épocas determinadas de empadre;
estas necesidades han estimulado la investigacion en términos de conservacion de
semen (Salomon y Maxwell, 2000). Por lo tanto, la conservacion de semen ofrece
grandes ventajas en los programas de mejoramiento genético; sin embargo, estos
proceso producen un dafio celular, debido al proceso de criopreservacion, que reduce

la capacidad fertilizante del espermatozoide y en consecuencia, existe una disminucion
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en los resultados de fertilidad en programas de inseminacion artificial en comparaciéon

con la monta directa (Sandoval, 2005)

2.3.1 Causas de la reduccion de la fertilidad en el semen conservado.

Aunque una proporcion relativamente alta de espermatozoides (40-60%) mantiene su
movilidad después de la congelacion, solo del 20 al 30% permanece sin dafios en su
estructura, no se sabe si estos cambios generados por el proceso de congelacion
ocurren al mismo tiempo o en diferentes fases; sin embargo, los danos por el proceso
de congelacion se consideran tanto fisicos (ruptura de membranas) estructurales como

bioquimicos funcionales (permeabilidad de la membrana; Salomon y Maxwell, 2000).

El problema de la congelacién de semen no es la habilidad del semen para mantenerse
vivo a -196°C, si no evitar el dafio que se produce en el proceso de congelacion y
descongelacion, al pasar la célula por una zona de temperatura critica (entre -15 y -60
°C) durante la cual se producen fendmenos tales como la formacion de cristales intra
y extracelulares, deshidratacion y distorsion de la membrana, que se derivan del
proceso de enfriamiento (Palacios, 1994). Salomon y Maxwell (1995b) mencionaron
en su revision que existen dafos estructurales durante el proceso de congelacién —
descongelacion de semen, que son acompafados por cambios bioquimicos o la
perdida de sus contenidos vitales. Algunos de los cambios y pérdidas incluyen la
liberacion de transaminasa glutamico oxalacético (GOT por sus siglas en inglés),
perdida de lipoproteinas y aminoacidos, reduccion en la actividad de fosfatasas,
disminucién en el contenido de potasio, inactivacién de la hialurodinasa y acrosina,
pérdida de prostaglandinas E, reduccion de la ATP y sintesis de ADP y disminucién de

la actividad proteolitica acrosomal.

La lesion celular producida por la congelacion, se puede explicar, por la accidon
combinada de factores fisicos como el estrés osmatico y la presion que sufren las
membranas celulares por la expansion de hielo, la cual produce una deformacién
celular que a bajas temperaturas resulta letal. Las membranas celulares son las
estructuras que sufren mayor dafio en los procesos de congelacion debido a la pérdida
de fluidez de sus componentes lipidicos (Mazur, 1984). La fluidez de la membrana, se

puede alterar, por efecto de la temperatura, al bajar esta se produce un reacomodo de
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las cadenas de fosfolipidos en forma de paquetes, ya sea en forma bilaminar o en
forma hexagonal, formandose con esto regiones cristalinas; sin embargo, existen
regiones en donde todavia hay liquidos y aquellas regiones que fueron separadas del
bloque cristalino se reagrupan, de forma que se construyen brechas de comunicacion

en la membrana (Amman et al., 1987).

Otra hipdtesis plantea que al descender la temperatura abajo de 0°C, disminuye la
formacion de ATP, lo que afecta a la bomba sodio potasio de la membrana plasmatica
(ATP dependiente) causando que el potasio que atraviesa la membrana para salir sea
mayor que el que entra, lo que reduce el potasio intracelular y se altera la relacion
Sodio/ Potasio. Esto causa una despolarizacién parcial de la membrana, en
consecuencia, abre los canales de calcio, el cual activa las fosfolipasas y en general,
se genera una desestabilizacién de la membrana (Fahy, 1986). Al respecto Holt y North
(1994) mencionaron que los principales dafios causados en la membrana celular, son
en el periodo de descongelacion, al tratar de restaurar el equilibrio osmaético del medio,
ya que las membranas se desestabilizan al inicio del proceso de congelacion, tanto
por el efecto de las bajas temperaturas como de la concentracion de solutos y estos

factores en conjunto son los que dafan la integridad de la membrana.

Sin embargo, igual de importantes son los danos producidos en las mitocondrias del
espermatozoide durante el proceso de congelacién, lo que limita su movilidad y
capacidad para atravesar el cérvix en inseminacion pericervical, ya que las células
espermaticas dependen del metabolismo respiratorio para su movilidad y los dafios en
estas estructuras implican una reduccion en su capacidad fertilizante (Windsor y White,
1995).

Salomon y Maxwell (1995b) mencionaron que existen diferentes dafios en las
mitocondrias debidos al proceso de congelacion- descongelacion de semen, estos
incluyen cambios morfolégicos en la estructura del organulo producto de la pérdida de
proteina, pero la cola del filamento y las miofibrillas no muestran cambios detectables
después de la descongelacion. Nath (1972) report6 que un 40-50% de los
espermatozoides congelados presentan mitocondrias danadas en el proceso de
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congelacion y estos cambios son debidos, probablemente a una despolimerizacién o

deshidratacion parcial y puede ser medido por el grado de movimiento del flagelo.

2.3.2 Estrés oxidativo del semen

La criopreservacion de semen, permite la conservacion de recursos genéticos a través
de bancos de espermas, garantizando una oferta comercial constante de semen y
permitiendo su inclusién en programas de seleccion (Holt, 1997; Evans, 1998). Sin
embargo, el proceso de congelamiento-descongelamiento lleva una serie de
alteraciones bioquimicas y funcionales que reducen potencialmente la movilidad,
viabilidad y posteriormente la fertilidad en comparacion con el semen fresco (Leboeuf
et al., 2000; Rodello, 2010). Valcarcel (1997) menciond que lesiones en la membrana
plasmatica, acrosomal y mitocondrial son las principales causas del dafo a nivel

estructural y pérdida de funciones ocasionadas por la criopreservacion.

Durante el proceso de criopreservacion los espermatozoides dafiados o defectuosos
producen grandes cantidades de ROS responsables del dafio oxidativo (Ball et al.,
2001) relacionado con la perdida de la funcion espermatica (Watson, 2000) aunado a
una disminucion de los sistemas de defensa antioxidante que el semen posee para

prevenir los efectos nocivos del ROS (Bailey et al., 2000; Morani, 2004).

2.3.3 Metabolismo energético del semen

Los espermatozoides, a diferencia de las células somaticas, carecen de muchos de
los organulos que participan en los procesos metabdlicos, a pesar de ser células muy
simples en cuanto a su actividad metabdlica, poseen las enzimas necesarias para
llevar a cabo las reacciones bioquimicas que constituyen la glucolisis (Muifio-Otero,
2006). Para mantener las tasas adecuadas de generacion de ATP, el espermatozoide

dispone de dos mecanismos (Muifio-Otero, 2006):

1. Glucolisis anaerobia: en ausencia de oxigeno los espermatozoides degradan
ciertos compuestos que son capaces de atravesar la membrana, como son

glucosa, fructosa o manosa, a acido lactico y ATP.

2. Respiracion: en presencia de Oz, los espermatozoides pueden utilizar una

variedad de sustratos (carbohidratos) para generar la energia.
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La actividad respiratoria permite emplear el lactato o el piruvato resultantes de la
glucolisis, produciendo CO2 y H20 como productos de desecho (Rodriguez-Gil, 2006).
Esta via oxidativa, localizada en las mitocondrias, es mucho mas eficiente para
producir energia que la glucolisis. Por medio de estos procesos catabdlicos, los

espermatozoides convierten la mayor fraccion de la energia en ATP.

Aunque una gran parte del ATP se emplea en la motilidad espermatica, otra parte se
destina a mantener la integridad de los procesos de transporte activo de las
membranas del espermatozoide. El empleo de ATP posiblemente esta regulado por la
concentracion endégena de AMPc, dicha molécula no solo regula la hidrdlisis del ATP

sino que también tiene un efecto directo en la movilidad (Hoskins et al., 1973).

El uso de cualquiera de las dos vias para obtener energia por parte del
espermatozoide, depende de las condiciones del medio en que se encuentra (pH
extracelular, presion de Oz, composicién del medio) asi como de la actividad que esta
desarrollando la célula espermatica en el momento que se analiza su estatus

metabdlico.

Es posible que en condiciones de un consumo energético elevado, la célula
espermatica tiende a utilizar la ruta oxidativa (ciclo de Krebs) que es mas eficiente en

términos de produccion de ATP que la via glucolitica (Rodriguez-Gil, 2006).

2.3.4 Radicales libres y produccion de especies reactivas del oxigeno

Los radicales libres son atomos o moléculas quimicas que tienen un electrén no
pareado en su orbita mas externa y se comportan como moléculas altamente reactivas
e inestables (Bianchi y Antunes, 1999; Hicks et al., 2006; Villa-Arcila, 2007) que
pueden causar dafo oxidativo por reaccionar con diversas biomoléculas sustrayendo
electrones para lograr su estabilidad (Fuchs et al., 1997). Los sustratos moleculares
frecuentes incluyen a los acidos grasos polinsaturados de las membranas celulares,

nucleétidos en el ADN, proteinas y carbohidratos (Beckman y Ames, 1998).

Los radicales libres se pueden formar a partir de moléculas estables mediante ruptura
hemolitica y reacciones de transferencia de electrones (Membrillo-Ortega et al., 2003).

Estas reacciones se dan por 1) absorcidon de energia ionizante, como radiaciones
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ionizantes, ultravioleta, visible y térmica; 2) reacciones redox de transferencia no
enzimatica de electrones en el caso de reacciones catalizadas por metales de
transicion; y 3) reacciones catalizadas por enzimas como la superéxido dismutasa que
cataliza la formacion del H202 (Hicks, 2001) y es la principal especie reactiva (ROS),
aunque no es un radical libre porque no posee electrones libres, es la molécula
involucrada en el dafo de los espermatozoides debido a que puede ser precursora de
radicales —OH en presencia de metales de transicion (Baumber et al., 2000; Hicks,
2001; Hicks et al., 2006). La interaccion del radical -OH con el material genético
modifica el ADN, pudiendo generar mutaciones y deleciones de la molécula; los
radicales libres han sido asociados a procesos tan diversos como son la induccion de

apoptosis neuronal por dafio oxidativo in vitro e in vivo (Al-Abdulla 'y Lee, 1998).

Las ROS son producidas fisiolégicamente durante el metabolismo celular normal
(Sanocka y Kurpisz, 2004) cumplen una importante funcion en la fisiologia espermatica
normal, pero un desequilibrio entre su produccion y degradacion causa efectos
adversos en el espermatozoide (Ball et al., 2002; Marchesi y Feng, 2007). Al respecto
Nordberg y Arner (2001) catalogaron al radical hidroxilo (OH), el anidon superoxido
(O27) y el peroxido de hidrogeno (H202) como las especies reactivas del oxigeno mas
importantes y que generan mayores implicaciones en la biologia reproductiva y
fertilidad (Maneesh y Jayalekshmi, 2006)

2.3.5 Efectos de ROS y estrés oxidativo en los espermatozoides

Dentro de un proceso fisioldgico normal, las ROS tiene una funcién importante para la
regulacion de la tasa de hiperactivacion, para llevar a cabo la capacitacion del
esperma, la reacciéon del acrosoma y para la fusion del espermatozoide/ovocito
(Sengoku et al., 1998). Un desequilibrio en la produccion y eliminacion de las ROS en
el semen causa efectos nocivos en los espermatozoides, llamado estrés oxidativo, que
se define como un desequilibrio entre el sistema de defensa antioxidante y la
produccion de las ROS (De Lamirande y Gagnon, 1995; Sikka, 2004) y consiste en
una reaccion en cadena (Maneesh y Jayalekshmi, 2006) marcada por la disfuncién

espermatica (Zini y Libman, 2006; Marchesi y Feng, 2007).
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La célula espermatica es altamente sensible a dafios causados por ROS, debido a la
alta cantidad de acidos grasos polinsaturados presentes en la membrana plasmatica
y un citoplasma reducido que mantiene bajas concentraciones de enzimas
antioxidantes (De Lamirande y Gagnon, 1995). Los principales efectos nocivos de las
ROS en espermatozoides incluyen la disminucion de la motilidad, incremento de la
peroxidacion lipidica en la membrana plasmatica e incremento en la fragmentacion del
ADN espermatico. La pérdida de motilidad es el indicador mas sensible de estrés

oxidativo en comparacion con otros parametros seminales (Peris et al., 2007).

Sharma y Agarwal (1996) refirieron que los dafios producidos en las proteinas,
modificaciones en el citoesqueleto y alteraciones de algunos mecanismos celulares,
es debido a la alta reactividad de las ROS. El estrés causado por el H202 provoca un
mal funcionamiento en la mitocondria y conduce a la apoptosis (Liu et al., 2000). La
interrupcion de la cadena mitocondrial de transporte de electrones, o la inhibicion de

la misma, predispone a una formacién de radicales libres (Hicks, 2001).

Segun Gémez et al. (1998) en humanos la produccion de ROS ocurre principalmente
en espermatozoides anormales que poseen residuos de citoplasma. Aitken y Baker
(2002) justificaron que la presencia de este residuo en células inmaduras son
responsables de generar nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducida (NADP-

H) que sirve como fuente de electrones para la produccién de ROS.

El estrés oxidativo se produce como resultado de la alta concentracion de ROS
resultante de la sobreproduccion o la disminucién de los mecanismos de defensa
antioxidantes (Droge, 2002) donde la gran cantidad de fosfolipidos presentes en las
membranas celulares se ve afectada rapidamente por la alta produccion de ROS.
Estos radicales reaccionan con acidos grasos poliinsaturados de fosfolipidos para
formar lipoperdxidos que componen la cascada degenerativa de las reacciones de los
lipidos, causando pérdida de fluidez de la membrana del espermatozoide, dafiando su

fisiologia y la reduccion de su motilidad (De Lamirande et al., 1997; Ford, 2004).

Ademas, el estrés oxidativo también puede estar relacionado con alteraciones en el
semen, tales como oligozoospermia (pocos espermatozoides en el semen) severa y

teratozoospermia (alto contenido de espermatozoides anormales en el semen). La
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correlacion positiva entre la morfologia y la concentracidn de las enzimas antioxidantes
sugiere que el consumo de antioxidantes es mayor cuando hay una produccion

excesiva de ROS en los espermatozoides (Carvalho et al., 2002).

2.3.6 Antioxidantes en el semen

Estudios han demostrado que los espermatozoides de diferentes especies de
mamiferos son muy sensibles al estrés oxidativo (Bucak et al., 2010; Forouzanfar et
al., 2013; Naijian et al., 2013; Tasdemir et al., 2013) debido a la extrusion de su
citoplasma rico en antioxidantes durante las etapas de maduracion. La alta
concentracion de acidos grasos polinsaturados en la membrana plasmatica de los
espermatozoides se considera como otro factor en la susceptibilidad al estrés
oxidativo. Ademas, el proceso de congelacion de semen produce cantidades
significativas de ROS que pueden conducir a un deterioro de la morfologia de los
espermatozoides, la funcion y la fertilidad (Barbas y Mascarenhas, 2009; Topraggaleh
et al., 2013).

Se ha demostrado el efecto positivo de la inclusion de antioxidantes sobre el estrés
oxidativo en el semen de los mamiferos (Richheimer et al., 1996; Malo et al., 2010;
Agarwal et al., 2013; Atashfaraz et al., 2013; Sariozkan et al., 2014). Los antioxidantes
son compuestos que disminuyen o evitan la oxidacién del sustrato, resultando un
agente reductor potente, el cual dona electrones con la finalidad de evitar una reaccion
oxido reducciéon que altere moléculas como lipidos, proteinas y ADN (Hicks et al.,
2006). Actuan en medios hidrofilicos o hidrofébicos, manteniendo el equilibrio
prooxidante-antioxidante a favor de estos ultimos, previniendo la formacion de
radicales libres o inhibiendo sus reacciones (Chihuailaf et al., 2002; Membrillo-Ortega
et al., 2003).

En el semen los antioxidantes estan presentes intra y extracelularmente y constituyen
los sistemas de defensa antioxidante enzimaticos y no enzimaticos (Sanocka vy
Kurpisz, 2004) responsables de la proteccion de los espermatozoides contra la
oxidacion (Maneesh y Jayalekshmi, 2006; Chi et al., 2008). Durante la maduracion, los
espermatozoides, pierden la mayor parte del citoplasma, privandose de antioxidantes
enddgenos que lo dejan vulnerable a la accion de ROS (Carvalho et al., 2002). De este
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modo, los espermatozoides, dependen basicamente de la proteccion de los
antioxidantes presentes en el plasma seminal contra las ROS, tal es el caso de las
enzimas antioxidantes: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y el sistema
glutation peroxidasa/glutation dismutasa (GSH-Px/GSH-Red); y los compuestos no
enzimaticos como el a-tocoferol, ascorbato, urato, piruvato, glutationa, taurina e
hipotaurina, reduciendo las concentraciones de oxidantes en el semen (Carvalho et
al., 2002; Sikka, 2004; Alvarez y Morales, 2006), manteniendo la fertilidad natural
(Agarwal y Saleh, 2002; Saleh y Agarwal, 2002). En general los principales
mecanismos antioxidantes son las enzimas catalasa, glutation peroxidasa vy
superéxido dismutasa, sin embargo, el espacio disponible para estas enzimas es
bastante limitado en los espermatozoides (Santiani, 2013). Ademas de las enzimas,
existen moléculas presentes en el plasma seminal como la transferrina, lactoferrina,
ceruloplasmina y albumina, las cuales se unen a metales de transicion de tal forma
que éstos no estimulen las reacciones de los radicales libres. Otro grupo de
antioxidantes lo constituyen el acido ascérbico y acido urico, los cuales rompen las
cadenas de oxidacién al eliminar radicales peroxilo (Santiani, 2013). El sistema de
defensa antioxidante exdgeno derivado de los componentes de la dieta comprende a
las vitaminas E y C, el B-caroteno, el retinol y los carotenoides, que son poderosos
antioxidantes (Schuneman et al.,, 2001). Los antioxidantes exdégenos actuan como
moléculas suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al radical libre cediendo un electrén
(Venereo, 2002; Figura 3).

Figura 3. Representacion esquematica de la accidén de un antioxidante (Modificado de

http://www.cic-ctic.unam.mx/unamirada).
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2.3.7 Importancia del selenio en la regulacion de estrés oxidativo

El Selenio (Se) es un oligoelemento esencial en la alimentacion animal y ejerce
multiples acciones relacionadas con la produccion animal, la fertilidad y la prevencion
de enfermedades (Hefnawy et al., 2010; Ahsana et al., 2014). Se sabe que es
requerido para la biosintesis de testosterona, asi como, para la formacion y desarrollo
de los espermatozoides (Petrujkic et al., 2014). Es componente esencial de enzimas
antioxidantes que protegen del estrés oxidativo, condicion donde la presencia de

especies reactivas al oxigeno y nitrégeno (RONS) afectan la célula (Khera et al., 2013).

La tiorredoxina reductasa (ThxRed) y glutation peroxidasa (GSH-Px) son las
selenoenzimas mas importantes, en esta ultima se encuentra contenido la mayor parte
del selenio, y son importantes en los procesos celulares de 6xido reduccién (Foresta
et al., 2002) al catalizar las reacciones que ayudan a destruir tanto al agua oxigenada
como a los peréxidos de acidos grasos (hidroperdoxidos organicos) que se generan en
el organismo. La actividad de dichas enzimas en células y tejidos depende del
suministro adecuado de selenio (Foresta et al., 2002). La selenoenzima glutation
peroxidasa esta presente en el organismo en cuatro formas (GSH-Px 1, GSH-Px 2,
GSH-Px 3 y GSH-Px 4), siendo la GSH-Px 4 responsable de la proteccién de los
espermatozoides ovinos (Alvares y Morales, 2006) inhibiendo las ROS vy

consecuentemente manteniendo la motilidad espermatica (Sikka, 2004).
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fertilidad de los sementales es potencialmente mayor dentro del rebafno que el de
una hembra, porque de este depende la fertilidad del lote de ovejas que tiene
asignadas para el empadre; sin embargo, las variaciones durante el afio en la
produccion de semen, se pueden reflejar en menor capacidad reproductiva fuera de la
época de empadre, limitando la produccion de corderos en las épocas de menor
capacidad reproductiva. Una alternativa para evitar estas fluctuaciones es la coleccion
y conservacion de semen, donde se colectan los eyaculados en la época de mayor
produccion y calidad de semen para utilizarlo por medio de inseminacion artificial fuera
de la época reproductiva. Al respecto, han sido ampliamente reportados los cambios
que sufren los espermatozoides con el proceso de conservacion en refrigeracion a 5°C
y congelacion a -196°C. Los cambios estan ligados a diferentes dafios como
alteraciones en membrana celular, mitocondria o en el metabolismo, provocados en
gran medida por la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS), las cuales se
producen como parte del metabolismo de las células espermaticas en contacto con el
oxigeno para generar energia; sin embargo, el espermatozoide puede mantener un
balance entre la produccién de ROS y su funcionalidad a través de la actividad
enzimatica como la de la Glutation peroxidasa, la cual controla la accién del H202, la
ROS mas perjudicial para las células. Para que pueda generarse y mantener la
actividad de esta enzima es necesario el aporte de selenio, precursor de esta y su
actividad; sin embargo, se ha reportado que la gran mayoria del pais tiene problemas
de deficiencia y obliga a la suplementacion de este mineral, principalmente por via
parenteral lo que ha permitido mejorar la sobrevivencia de los corderos, pero no se ha
demostrado su efecto en la reproduccion de las ovejas y carneros. Por lo tanto, el
objetivo de la presente investigacion, fue determinar si existen cambios en la
produccion y calidad de semen en carneros de pelo en el aiio y si la suplementacion
con selenio permite mejorar las caracteristicas del eyaculado y la conservacién de

semen fresco, refrigerado y congelado.
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IV. CALIDAD ESPERMATICA EN CARNEROS DE PELO DURANTE EL
ANO.

4.1 Resumen

Las ovejas, durante el afo, presentan un periodo de anestro (no ovulacién) y un
periodo de actividad reproductiva (ciclo estral); sin embargo, en los machos no se
inhibe la produccion de semen, pero se menciona que existe una disminucion en su
produccion y calidad. Con la finalidad de evaluar las caracteristicas del eyaculado de
los machos de pelo durante el afio a 19° latitud norte (LN), se utilizaron 8 carneros de
11.5+£0.5 meses de edad y peso vivo de 62 + 6 kg, a los cuales se les colectdé semen
cada 15 dias durante 12 meses (marzo del 2013 a febrero del 2014) los cuales fueron
divididos en dos épocas, anestro (de marzo a julio) y época reproductiva (de agosto a
febrero). En cada eyaculado se evalud, el volumen, la concentracién espermatica, la
movilidad masal y el porcentaje de espermatozoides vivos y anormales; los resultados
se analizaron por época (anestro vs época reproductiva). Las caracteristicas seminales
fueron diferentes entre épocas (p<0.05). En la época reproductiva fue mayor el
volumen (1.4 mL), la concentracion espermatica (2.4 X10°), la movilidad (4.8) y el
porcentaje de espermatozoides vivos (92%), en comparacion con el anestro, donde
disminuyeron a 0.9 mL, 1.9X10 °, 4.0 y 88 %; respectivamente, cada una de las
variables. Se encontré una correlacion negativa entre las la movilidad y la época (-
0.73), lo que indica que cuando incrementan las horas luz (anestro) se disminuye la
movilidad del eyaculado. En conclusién, a 19° LN, los carneros de pelo presentan un
patréon de reproduccion estacional, y durante la época reproductiva (agosto a febrero)

se presentan las mejores caracteristicas seminales en el eyaculado.

Palabras clave: Carnero, semen, estacion, fotoperiodo.

4.2 Introduccion

Diversos estudios realizados en México han demostrado que la actividad reproductiva,
en diferentes razas de ovinos (Criolla, Pelibuey, Rambouillet, Dorset, Romney Marsh
y Corriedale) disminuye durante la primavera, a pesar de que las variaciones en el

fotoperiodo no son muy marcadas (2:10 h aproximadamente; Porras et al., 2003) se
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han reportado variaciones en la actividad reproductiva en ovinos de lana y de pelo,
presentandose una época en la que la actividad reproductiva disminuye, sin llegar a
ser considerado un periodo de anestro estacional (Macedo y Alvarado, 2005); en el
caso del carnero, la capacidad de producir semen y realizar montas, se mantiene
durante todo el afio, pero se ha reportado, que la calidad del semen es mejor durante

el otofio e invierno (Bustos y Torrez-Diaz, 2012).

Estos cambios son provocados por la disminucion en el fotoperiodo (horas luz), ya que
al disminuir las horas luz, se estimula la produccién de melatonina, hormona
relacionada con la secrecidén pulsatii de GnRH/LH, responsables del incremento o
disminucién de la produccion de semen (Malpaux et al, 1999), se observan
incrementos en el diametro testicular y la libido, en el eyaculado, se incrementa en el

volumen, la concentracion espermatica y la movilidad (Kafi et al., 2004).

Los ovinos de pelo, son una alternativa para producir carne, por su gran capacidad
reproductiva, rusticidad y adaptacion, mejorando la eficiencia productiva, debido a su
reducido manejo y bajo costos de produccién; sin embargo, se desconoce si los
machos de pelo presentan estacionalidad reproductiva a una latitud norte de 19°. Con
base en lo anterior, el objetivo del estudio fue evaluar los cambios en la calidad

espermatica de carneros de pelo durante todo el afo.

4.3 Materiales y Métodos

Ubicacién

El estudio se realizé en las instalaciones del Laboratorio de Reproduccion de Ovinos
y Caprinos (LaROCa) del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en
Texcoco Estado de México a 19° 29’ de LN y 98° 53’ de LO, a una altura de 2240
msnm. El clima es templado sub-humedo, lluvias en verano y una precipitacion
promedio anual de 645 mm, y un porcentaje de lluvia invernal menor al 5%; la
temperatura media anual es de 15°C y la temperatura media del mes mas frio oscila
entre -3 y 18 °C, y la temperatura del mes mas caliente es mayor a 10 °C; con poca

oscilacion térmica, y corresponde a una formula climatica Cb(wO)(w)(i’) (Garcia, 2004).
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Animales utilizados y su manejo

Se utilizaron 8 carneros de pelo de 11.5 £0.5 meses de edad y un peso promedio de
62 £ 6 kg, los cuales se alimentaron con una mezcla de paja molida de cebada, heno
de alfalfa y avena molida, sales minerales, todos los ingredientes se mezclaron y se
proporcionaron en una racion de 2.0 kg animal' dia'. Previo al inicio del experimento,

se desparasitaron con Ivermectina a una dosis de 0.2 mg kg' de peso.

Los machos se entrenaron previamente para extraccion de semen via vagina artificial.
Se colectaron eyaculados cada 15 dias entre marzo del 2013 y febrero del 2014; cada
eyaculado colectado en tubos para coleccion graduados se almacend en frascos
térmicos debidamente identificados, los cuales se guardaban en un termo hasta el

momento de su evaluacién en el laboratorio.
Variables estudiadas

Se evaluaron las caracteristicas del eyaculado: 1) volumen del eyaculado (mL): 2)
concentracion espermatica en miles de millones de espermatozoides contenidos en un
mililitro de eyaculado (X10°), su determinacién se hizo por el método de
espectrofotometria; 3) porcentaje de espermatozoide normales en el eyaculado
(normalidad); 4) porcentaje de espermatozoides vivos; para ambos casos se realizé la
tincion de eosina-nigrosina descrita por Bamba (1988), y 5) movilidad masal
establecida en una escala de 1 a 5 segun lo descrito por Hafez (1993), en donde 1
corresponde a movimiento individual, 2 movimiento lento, 3 movimiento lento con
amplitud en las ondas, 4 movimiento rapido en las ondas y 5 ondas con movimiento

rapido.

Se obtuvieron los siguientes datos climatoldgicos de la estacidén meteoroldgica del
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo: fotoperiodo (h) y temperatura
promedio, maxima, minina (°C), las cuales se emplearon posteriormente para

correlacionarlas con los cambios en caracteristicas seminales de los sementales.

Los datos se analizaron agrupando los meses en época reproductiva (de agosto a
febrero) y anestro (de marzo a julio), conforme lo reportado por Robinson y Karsch
(1984) quienes establecieron que el inicio de la estacion reproductiva es el 3 de
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septiembre + 3 dias (comprende las estaciones de otofio e invierno) y el término de

esta es el del 15 de febrero (primavera y verano).
Anadlisis de datos

Los cambios en la calidad de semen durante la época reproductiva y anestro se
analizaron utilizando el analisis de varianza por medio del procedimiento GLM de SAS
(version, 9.3) y comparacion de medias por el método de Tukey. Las correlaciones
entre las variables ambientales y las caracteristicas seminales se hicieron con el

procedimiento CORR de SAS (version, 9.3). El modelo estadistico utilizado fue:

YVij=n+1+¢;
En donde:
Yij = Esla observacion de la j — ésima unidad experimental del i — ésimo mes del afio
u = Media de cada época
ti = Efecto de la época del afio

eij = Error experimental de la unidad ij

4.4 Resultados

Duracion de las horas luz (fotoperiodo)

Las horas luz, en el sitio experimental, se incrementaron de marzo hasta junio, mes en
el que se obtuvo la mayor duracién del fotoperiodo (13 h 16 m); posteriormente
disminuy6 hasta tener el menor valor en diciembre (10 h 59 m) lo que se considera
época reproductiva, posteriormente se incrementd nuevamente (Figura 4). La
diferencia en horas luz observadas entre el dias mas corto y el dia mas largo fue de 2
h17 m.

27



14.00

13.00 1 e,
S .'. ..’c
< 1 .
2 1 .
g o200
- 1 ¢ ‘e,
_ ‘. L
11.00 .u»
] id
10-00 i T T T T T T T T T T T 1

Meses

Figura 4. Promedio mensual de las horas luz de marzo del 2013 a febrero del 2014 en

Montecillo, Texcoco, Estado de México.

Temperaturas

La temperatura promedio mas alta se registré6 en abril del 2013 (30°C), con poca
oscilacion en las temperaturas maximas mensuales; siendo enero el mes con la
temperatura maxima menos elevada (21.4°C), y una diferencia entre el mes mas
caliente y el menos calido de 8.6°C. Las temperaturas mas bajas se registraron en los
meses de marzo y abril del 2013 con 3.4 y 3.3°C, respectivamente, y en enero y febrero
del 2014 con 2.2 y 4°C, respectivamente. La oscilacion de las temperaturas mas baja

entre los valores extremos de la temperatura minima fue de 8.2°C.

La temperatura promedio mensual registro poca oscilacion a lo largo del afo
presentandose un descenso marcado en el mes de noviembre (13.2°C), y la
temperatura promedio mas calida fue en septiembre del 2013 (17.7°C), la oscilacion
en la temperatura promedio mensual entre el mes mas calido y el mas frio fue de 4.5°C
(Figura 5).
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Produccioén y calidad de semen

Las caracteristicas seminales presentaron variaciones importantes en funcién de la

época (Cuadro 1).

Cuadro 1. Variaciones en la calidad de semen de carneros de pelo durante el afo en

una latitud norte de 19°.

EPOCA
REPRODUCTIVA ANESTRO
Volumen (mL) 1.4+ 0.03° 0.9+0.05°
Concentracion (X10° mL") 2.4+0.032 1.9+ 0.04 ©
Vivos (%) 92+ 0.7 @ 88+ 0.9
Normalidad (%) 90+ 0.52 91+ 062
Movilidad 4.5+ 0.08 @ 4.0+£0.05°

Hileras con diferente literal son diferentes (p<0.05).
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Durante la época reproductivo se observaron diferencias (p<0.05), en las
caracteristicas seminales donde se incrementé el volumen, la concentracion
espermatica, el porcentaje de espermatozoides vivos y la movilidad en comparacion
fuera de esta. Durante la época reproductiva el volumen se increment6 en 36%, la

concentracion en 21%, los espermatozoides vivos en 4% y la movilidad en 0.5 puntos.
Correlaciones entre produccion y calidad de semen y variables ambientales

A excepcion de la correlacién entre el fotoperiodo y la movilidad (p<0.01) no se
observaron diferencias entre las variables ambientales y las caracteristicas seminales
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Matriz de correlaciones observadas entre las caracteristicas seminales de

machos de pelo y las variables ambientales en una latitud norte de 19°.

Fotoperiodo (h) Temperatura (°C)

Movilidad -0.79 -0.47
* NS

Concentracion -0.04 .001
NS NS

Volumen -0.48 -0.25
NS NS

** Significancia con P<0.01

4.5 Discusion

Los resultados de las caracteristicas seminales del presente estudio coinciden con lo
reportado por otros autores, los cuales reportaron variaciones en las caracteristicas
seminales de diferentes razas de carneros tanto puros como cruzas. Al respecto
Pourseif y Maghaddam (2012) al evaluar machos de las cruzas F1 Baluchi X Moghani
y F1 Arkharmerino X Moghani, en Tabriz, Iran a los 38°02' LN, reportaron la menor
concentracion espermatica durante la primavera (3.443 X10°); y lo atribuyeron al
incremento en el fotoperiodo; sin embargo, las variaciones en la concentracion

espermatica fueron menos marcadas que las obtenidas en el presente estudio, ya que
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solo incremento 14.7% del mes mas bajo respecto al mas alto; mientras que en el

presente estudio fue de 36.8%.

Maghaddam et al. (2012) evaluaron carneros F1 Ghezel x Baluchi y F1 Arkharmerino
x Ghezel en Tabriz, Iran, donde el mayor volumen del eyaculado se registré en verano
y otofilo con una tendencia muy similar a la observada en el presente estudio, donde
los carneros presentaron diferentes caracteristicas de produccion y calidad de semen

dependiendo de la época del ano.

Karagiannidis et al. (2000) evaluaron las caracteristicas seminales de carneros Chios
y Friesiant en Thessaloniki, Grecia a los 40°37’LN, encontraron que la menor movilidad
se obtuvo en primavera y verano, principalmente en la transicion de las estaciones, y
sugieren que esta variacién se debio a las altas temperaturas encontradas en el lugar
en donde se llevo a cabo la investigacion, y coincide con el presente estudio en donde

estos valores se observaron en la época de anestro y su transicion.

Los cambios observados en el comportamiento reproductivo de los machos en el
presente estudio, pueden ser explicados por lo reportado por Korf et al. (1998) donde
mencionaron que al incrementar el fotoperiodo (horas luz) afecta la respuesta
neuroendocrina y disminuye la actividad reproductiva, ademas; se ha demostrado que

los dias largos inhiben la actividad reproductiva (Wood y Loudon, 2014).

El incremento en el volumen y concentracion del eyaculado observados en los
resultados del presente experimento se pueden explicar con base en lo publicado por
Chimineau et al. (1992) quienes mencionaron que en el macho existen variaciones en
el tamarno testicular durante el afo y estos cambios estan asociados con variaciones
en la produccién de semen. También, Malpaux et al. (1997) mencionaron que el
fotoperiodo controla la actividad reproductiva en pequefos rumiantes, reportando que,
durante los dias cortos, se secreta una mayor cantidad de melatonina y ésta actua

para establecer el inicio o fin de la época reproductiva.

En base a lo anterior, los cambios en las caracteristicas seminales al final del afo,
cuando los dias son mas cortos, pueden estar relacionados con la mayor secrecién de

melatonina, la cual es una de las hormonas importantes en la reproducciéon de
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pequefios rumiantes y es un factor clave en la relacion del fotoperiodo con la
reproduccion (Orihuela, 2014). Egerszegi et al. (2014) demostraron la influencia de la
melatonina en el eyaculado, al mantener los niveles elevados de melatonina por un
periodo (entre 30 y 60 dias) observaron un incremento en la circunferencia escrotal y
las caracteristicas del eyaculado fuera de la época reproductiva, asi mismo Gerlachy
Aurich (2000) mencionaron que la secreciéon pulsatil de GnRH esta negativamente
correlacionada con la duracion del dia en especies que su actividad reproductiva esta
ligada a los dias cortos, como en los ovinos, sin embargo, la actividad reproductiva en
los carneros se inhibe en menor grado que en las ovejas, ya que la espermatogénesis

continua, aunque el eyaculado tendra limitantes de oligospermia.

Cambio similares en la secrecién hormonal fueron reportados por Mandiki et al. (1998)
al evaluar sementales de diferentes razas de lana en Bélgica, donde observaron
variaciones en la secrecion de testosterona, FSH, LH y prolactina, en donde las
concentraciones mas elevadas de testosterona y LH se observaron en otoiio e invierno
y las concentraciones de prolactina disminuyen marcadamente a finales de
septiembre, que coincide con la época reproductiva. Las concentraciones de FSH son
mas bajas en invierno y primavera e incrementan progresivamente hacia finales de
junio hasta obtener las maximas concentraciones en verano y el inicio de la época

reproductiva.

4.6 Conclusiones

Los carneros de pelo que se encuentran a 19° LN, presentan diferencias en la cantidad
y calidad de semen entre la época reproductiva y la época de anestro estacional, donde
las caracteristicas de produccién y calidad de semen se incrementan durante la época
reproductiva y disminuye durante el anestro estacional, o que sugiere un patrén

estacional en su actividad reproductiva.
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V. CAMBIOS EN LAS CARACTERISTICAS SEMINALES DE
CARNEROS SUPLEMENTADOS CON SELENIO

5.1 Resumen

La nutricidn mineral con microelementos, como el selenio, genera importantes cambios
en su salud y produccion. El estudio se realizd6 con el objetivo de evaluar la
administracion de selenio en las caracteristicas seminales de carneros. Se utilizaron 8
sementales Damara x Pelibuey de 14.5 £.5 m de edad y un peso promedio de 71.5 +
6.0 kg, los cuales se asignaron al azar a dos tratamientos: al grupo 1 se le adicion6 en
la dieta 0.4 ppm y, el grupo 2 sin selenio (testigo). El periodo de evaluacion comprendid
de junio a octubre y mensualmente se determinaron las concentraciones de selenio en
plasma. En el eyaculado se midié volumen, concentracion, movilidad, porcentaje de
espermatozoides vivos y anormalidades. En sangre se evalud la actividad de glutation
peroxidasa y produccion de malondialdehido. Los resultados indican diferencias
(p<0.05) en las concentraciones de Se en plasma de los carneros suplementados con
respecto al testigo a partir del tercer mes de suplementacion (23.8 y 11.7
respectivamente). Asi mismo, el volumen del eyaculado fue mayor (p<0.05) hasta el
cuarto mes de suplementacion (1.6 mL) y la concentracion espermatica se incrementé
a partir del segundo mes (2.5X10°% y se mantuvo hasta el final del periodo
experimental. Se registraron correlaciones positivas y significativas (p<0.05) entre el
nivel de Se en plasma y el volumen (0.43), concentracion (0.36) y movilidad (0.27) del
semen. La administracion de selenio incrementd el volumen del eyaculado y la

concentracion espermatica.

Palabras Clave: Selenio, Carneros, Caracteristicas seminales

5.2 Introduccién
Las caracteristicas seminales de los carneros son influenciadas por factores como el
fotoperiodo, nutricidn, edad, genética y condicién corporal, entre otros (Ghorbankhani

et al., 2015) éstos en conjunto afectan la libido y su capacidad para la produccién y
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calidad de semen (Mashud et al., 2013). El nivel nutricional afecta el tamafio testicular,
el cual se relaciona positivamente con la produccion de semen (Oldham et al., 1978;
Martin et al., 1987). Este efecto, puede considerarse en el contexto de otros factores
como el fotoperiodo y el ciclo de la espermatogénesis (estimado para carneros en 7
semanas) por lo tanto, los efectos de una suplementacién serian reflejados 7 semanas
después de su inicio (Lindasy et al., 1993). Sin embargo, después de las deficiencias
de energia y proteina, los desequilibrios minerales son el factor nutricional mas
limitante de la productividad de los animales; los rumiantes en pastoreo, son mas
vulnerables a estas carencias debido a que dependen del contenido mineral de los
forrajes para satisfacer sus requerimientos (Turriza-Chan et al., 2010). Los minerales
se pueden clasificar como macro y microelementos de acuerdo con la cantidad en la
que se encuentran en el organismo animal; se localizan en las células y tejidos en
diversas combinaciones funcionales y quimicas (Underwood y Suttle, 2003). La
nutricion con microelementos es critica, ya que las fluctuaciones en los niveles de
estos tiene un impacto significativo en el rendimiento reproductivo y en la salud de los
animales (Ahsan et al., 2014) dentro de estos elementos se encuentra el Selenio (Se),

el cual es esencial para diversas funciones fisiologicas (El Ghany y Tortora, 2010).

El Se participa en mas de 30 selenoproteinas, muchas de ellas importantes por su
actividad enzimatica, como en el caso de la glutatién peroxidasa, que se encarga de
regular algunos de los procesos oxidativos celulares (Brenneisen et al., 2005) y su
efecto esta relacionado con el funcionamiento del sistema inmune, espermatogénesis,
regulacion y eficiencia de la mayoria de los procesos reproductivos (Tuner y Finch,
1990; Swecker et al., 1995). En este sentido, el semen producido y que sera utilizado
para su uso por medio de inseminacion artificial, debe ser conservado por periodos
prolongados y en este proceso es importante la proteccion contra los dafios oxidativos
causados por el metabolismo energético del espermatozoide, donde el Se tiene una
importante funcion para su proteccion, evitando la lipoperoxidacion de la membrana
celular y la accion de las especies reactivas del oxigeno (ROS) disminuyendo la
produccion de molondialdehido, y como consecuencia, se mejora la fertilidad en el
macho (Ahsan et al., 2014)
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Sin embargo, la deficiencia de Se es un problema en el continente americano y ha sido
reportado en diversos paises; en México, se considera que existen areas seleno
deficientes ya que los suelos con un pH acido dificultan la biodisponibilidad de este
elemento en los forrajes y en consecuencia para los animales (Ramirez et al., 2004).
Se ha reportado que la mortalidad de corderos relacionada con la deficiencia de Se en
el altiplano mexicano puede alcanzar arriba del 50% y en cabritos, mas del 60%;
ademas de que se ha asociado a diversos problemas reproductivos en ganado bovino
(Huerta, 2010) pero se desconoce el impacto de esta deficiencia en la produccion de
ovinos en el altiplano Mexicano (Ramirez et al., 2004). Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio fue evaluar la suplementacion con selenio de carneros F1Damara X

Pelibuey en su produccion y calidad de semen.

5.3 Materiales y Métodos

Ubicacidn

El estudio se realizdo en las instalaciones del Laboratorio de Ovinos y Caprinos
(LaROCa) del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en Texcoco
estado de México a 19° 29’ de LN y 98° 53’ de LO, a una altura de 2240 msnm. El

clima es templado sub-humedo, lluvias en verano y una precipitacién promedio anual

de 645 mm y corresponde a una férmula climatica Cb(wO0)(w)(i’) (Garcia, 2004).
Animales utilizados y su manejo

Se utilizaron 8 carneros F1 Damara x Pelibuey de 14.5 +.5 meses de edad y un peso
promedio de 71.5 + 6.0 kg, los cuales se alimentaron con 2.0 kg animal! dia"' de una
mezcla molida de paja de cebada, heno de alfalfa, avena y sales minerales. Previo al
inicio del experimento, se desparasitaron con lvermectina a una dosis de 0.2 mg kg™’

de peso vivo.

Los carneros se distribuyeron al azar en dos: al grupo 1 se le adicion6 en la dieta 0.4

ppm de selenito de sodio y al grupo 2 no se le adiciond (testigo).

Desde el inicio del experimento se colectaron eyaculados semanalmente durante el

periodo de estudio (junio a octubre 2013). Los eyaculados colectados se almacenaron
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en frascos térmicos debidamente identificados y se almacenaban en un termo hasta el

momento de su evaluacion en el laboratorio.

Durante el periodo de estudio, mensualmente se tomaron muestras sanguineas en
tubos Vacutainer®, las cuales se centrifugaron a 693 g por 20 min para separar la
fraccion sélida del plasma, el cual se congel6é y almacend a -15°C para analizar
posteriormente las concentraciones de selenio de cada carnero en los diferentes
meses. Adicionalmente, en octubre se tomaron muestras de sangre en tubos
Vacutainer® y se almacenaron en un termo de nitrégeno liquido a -196°C para la
evaluacion de actividad de Glutatién peroxidasa y produccién de moldialdehido como

indicador de la lipoperoxidacion.
Tratamiento de las muestras para determinar los niveles de selenio

Las determinaciones de los niveles de selenio en plasma se realizaron en el
Laboratorio de Desarrollo de Métodos Analiticos de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, UNAM.

Para la determinacion de selenio en plasma, las muestras se sometieron a una
digestion acida. Se pesaron 0.5 g de plasma directamente en vasos de teflon del horno
de microondas (asegurandose de no dejar muestra en las paredes), se le adicionaron
5mL de agua desionizada, 2.5mL de acido nitrico concentrado y 1mL de perdxido de

hidrogeno al 30%, se dejoé reposar 30 min.

Posteriormente se coloco el vaso de tefléon dentro del horno de microondas y se
sometio a la digestion acida con el método correspondiente, previamente cargado en
el horno. Una vez terminado el programa, se sacaron los tubos y se enfriaron a
temperatura ambiente por 20 minutos, los vasos se enjuagaron con acido clorhidrico
7My se vertio el contenido del vaso en un matraz volumétrico de 25 mL, finalmente se
aforé con HCI 7 M.
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Cuadro 3. Adicién de microelementos en la dieta de los grupos de carneros.

Mineral Grupo 1 Grupo 2
Cobalto 0.2 ppm 0.2 ppm
Cobre 6.0 ppm 6.0 ppm
lodo 0.8 ppm 0.8 ppm
Manganeso 15 ppm 15 ppm
Selenio 0.4 ppm 0
Zinc 50 ppm 50 ppm

Previo a la determinacion se hizo una solucion stock de 2ug mL-' de Se para preparar
una curva de calibracion en un rango de 0 a 18 uyg mL" y una vez hecha la curva se

corrieron las muestras por el método de generacion de hidruros.

Tratamiento de las muestras para la determinacién de actividad de glutation

peroxidasa

Los analisis de produccion de Malondialdheido y actividad de glutatién peroxidasa se
hicieron en el laboratorio de Nutricidon de la Facultad de Medicina Veterinaria de Ciudad
Universitaria, UNAM.

Para la actividad de glutation peroxidasa se empleo la técnica de Lawrence y Burk
(1976). Se tomaron por duplicado alicuotas de cada muestra con una mezcla formada
por solucién amortiguadora de fosfatos mM (pH 7.0) con EDTA 1mM y azida de sodio
1mM, glutation reductasa 1U mL-', GSH (reducido) 1 mM, glutatién reductasa1U mL"’
y NADPH 0.2mM. Cada prueba se acompano de un testigo sin muestra para descartar
la oxidacion no enzimatica del NADPH. Las pruebas y testigos se incubaron a 37°C
por 5 minutos y luego se les agregé 100 ul de H202 2.5 mM. La absorbancia de las
muestras se leyd a 340 nm a los 0 y 5 minutos. Se empled para los calculos el
coeficiente de absorcién molar del NADPH de 6.22 x 10> M" cm. Los resultados de

NADPH oxidado se presentan en nmol mL-" min-".
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Se determind el contenido de proteina en las muestras por el método descrito por
Bradford (1976), como referencia para la determinacion de actividad de glutation

peroxidasa, para expresar el resultado en unidades por gramo de proteina.
Tratamiento de las muestras para determinacion de malondialdehido.

La lipoperoxidacion se midid con la prueba de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (thiobarbituric Acid Reactive Substances Test, TBARS) de acuerdo al
procedimiento descrito por Ohkawa et al. (1979). Se tomaron por duplicado alicuotas
de 100 pl de cada muestra y se les anadid 1 mL de una solucién acuosa de acido
tiobarbiturico al 0.8% y 2 ml de HCI al 20% ajustado a pH 2.5. Las muestras se
mantuvieron en ebullicion 60 min y posteriormente se enfriaron con agua y hielo. A los
tubos se les agregdé 5 ml de n-butanol (n-butyl alcohol) y se agitaron vigorosamente
para luego centrifugarse 10 min a 4000 rpm. La absorbancia de los sobrenadantes se
midié a 532 nm. Los resultados se calcularon utilizando diferentes concentraciones
(10-80 yM) de malondialdehido (MDA), obtenido por hidrdlisis acida a partir de 1,1,3,3-

tetraetoxipropano.
Variables estudiadas

Se evaluaron las caracteristicas del eyaculado: 1) volumen del eyaculado (mL): 2)
concentracion espermatica en miles de millones de espermatozoides contenidos en un
mililitro de eyaculado (x10%, su determinacién se hizo por el método de
espectrofotometria; 3) porcentaje de espermatozoides normales en el eyaculado
(normalidad) y 4) porcentaje de espermatozoides vivos; para ambos casos se realiz
la tincion de eosina-nigrosina descrita por Bamba (1988), y 5) movilidad masal
establecida en una escala de 1 a 5 segun lo descrito por Hafez (1993), en donde 1
corresponde a movimiento individual, 2 movimiento lento, 3 movimiento lento con
amplitud en las ondas, 4 movimiento rapido en las ondas y 5 ondas con movimiento

rapido.

En plasma se evaluaron los niveles de selenio, la actividad de Glutation peroxidasa y

produccion de malondialdehido.
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Anadlisis de datos

Los cambios en la calidad de semen y los niveles de selenio en plasma se analizaron
por el procedimiento PROC MIXED de SAS (version, 9.3). La actividad de glutation
peroxidasa y produccion de malondialdehido en sangre se analizaron utilizando el
analisis de varianza por medio del procedimiento GLM de SAS (version, 9.3) y
comparacion de medias por el método de Tukey. Las correlaciones entre los niveles
de selenio y las caracteristicas seminales se hicieron con el procedimiento CORR de

SAS (version, 9.3). El modelo estadistico utilizado fue:
Yij=u+1+Bj+ @B+ &ji
Donde:

Yij = Esla observacion de la j — ésima unidad experimental del i

— ésimo mes de suplementacion
1 = Media del tratamiento
ti = Efecto de la suplementacion
Bj = Efecto del mes de suplementacion
(zB)ij = efecto de la interaccion del mes por la suplementaciéon
€ij = Error experimental de la unidad ij

En donde el carnero es la unidad experimental y las variables respuesta son las

observaciones.

5.4 Resultados

Concentraciones de selenio

Las concentraciones de selenio en plasma se presentan en la Figura 6. Al inicio del
estudio, los animales testigo registraron mayores concentraciones de Se en plasma

que los suplementados (p<0.05), llegando a un estatus similar en el mes de julio. De
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agosto a octubre se observé un incremento en la concentracion de Se (p<0.05) en los

animales suplementados con respecto a los testigo.

Figura 6. Cambios mensuales en la concentracion de selenio en plasma de carneros

F1 Damara X Pelibuey.

Caracteristicas seminales.

Los cambios mensuales en las caracteristicas del eyaculado se presentan en el
Cuadro 4. Solo se registraron diferencias (p<0.05) en volumen del eyaculado al final
del estudio y en concentracion espermatica a partir del mes de julio. Los cambios en
volumen, movilidad porcentaje de vivos y normales en los diferentes meses, en ambos
grupos fueron similares; sin embargo, el grupo suplementado con selenio incrementé

la concentracion espermatica partir de julio, siendo diferente (p<0.05) con el testigo.
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Cuadro 4. Cambios las caracteristicas del eyaculado de carneros F1 Damara x

Pelibuey suplementados con Se en Montecillo, Texcoco, México.

Caracteristica  Tratamiento  Junio Julio Agosto Septiembre  Octubre
Suplemento

Volumen (mL) Se 1+0.1 Ba 1.1£0.1 Ba 1.54£0.1 A2 1.7+0.1 74 1.640.1 A2
Testigo 1+0.1 Ba 1+0.1 Ba 1.410.1 A2 1.5+0.1 A2 1.320.1 Ab
Suplemento

Concentracion g 2¢018  25:01A 263014 253014  26£0.14a

(X109)
Testigo 1.940.142 2+0.1 A® 2.3+0.1 A  2.110.1 A° 2+0.1 40
Suplemento

Movilidad Se 4.2+0.2 Aa 4.4+0.2 Aa 45+0.2472 4.3+0.2 42 4.640.3 A2
Testigo 3.8+0.2 Aa 4.1+0.2 Aa 4.1£0.2 A2 4,0+0.2 Aa 4+0.3 Aa
Suplemento

Vivos (%) Se 87+2.5 Aa 90.314 A2 92.3+3 42 93.63 A2 92.8+3 Aa
Testigo 90+42.5 Aa 90.213 Aa 9043 Aa 9142 Aa 91.314 Aa
Suplemento

Normalidad (%) Se 92.5+1.7A2  91.6+1.442 0942+1.67% 88.6+1.4B2 90.8+1.4 Ca
testigo 93.4+2 @ 92.3t1.22  92.8+1.7 42 87.9+1.5Ba  88.9+1.4 Ba

A.B- Medias con diferente literal en la misma fila son diferentes p<0.05.
ab Medias con diferente literal en la misma columna son diferentes p<0.05

Se observaron correlaciones positivas entre los niveles de Se en plasma y el volumen

(p<0.05), la concentracion (p<0.02) y la movilidad del eyaculado (p<0.08) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Correlaciones entre las concentraciones de selenio en plasma y las
caracteristicas del eyaculado de carneros F1 Damara X Pelibuey suplementados con

Se en Montecillo, Texcoco, México.

Volumen  Concentracion Vivos Normalidad  Movilidad
Concentracio
n de Selenio 0.43 0.36 0.23 0.25 0.27
p 0.005 0.02 0.14 0.12 0.08
Significancia > > NS NS NS

Actividad de glutation peroxidasa y producciéon de malondialdehido.

La actividad de glutation peroxidasa no mostré diferencias (p>0.05) entre los

tratamientos (Figura 7).
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Figura 7. Actividad de Glutation peroxidasa en plasma de carneros F1 Damara X

Pelibuey suplementados con 0.4 ppm de Se, en Montecillo, Texcoco, México.

La produccién de malondialdehido en plasma no mostré diferencias (p>0.05) entre

tratamientos (Figura 8).
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Figura 8. Produccion de malondialdehido en plasma de carneros F1 Damara X

Pelibuey suplementados con 0.4 ppm de Se, en Montecillo, Texcoco, México.

5.5 Discusion

Concentracion de selenio en plasma

Los niveles de selenio en plasma y sangre reportados en la literatura son diversos, al
respecto Berry et al. (1983) midieron las concentraciones de selenio en sangre y
musculo en corderos a los cuales se les administro por una inyeccion intramuscular
3mg de Se y 41 Ul de Vitamina E y el tratamiento testigo fue la administracién de
solucién salina inyectable en donde obtuvieron incrementos en los niveles de hasta
2.66 veces los niveles de selenio en sangre con respecto a los testigo (0.03 vs 0.08
ppm) a los 120 dias de edad de los corderos; sin embargo, en las concentraciones de
selenio en testiculo no observaron diferencias. De igual manera, Gresakova et al.
(2013) al suplementar corderos con diferentes fuentes de selenio (selenito de sodio y
levaduras con selenio) reportaron que no encontraron alteraciones en la salud de los
animales y que los niveles de Se en plasma no fueron diferentes con base en el tipo
de suplemento, los niveles reportados son de 0.3mg L' después de 14 semanas y
comparados con los niveles encontrados con el grupo testigo que no recibio

administracion de selenio se incrementa en 4.28. Humann-Ziehank et al. (2013) al
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muestrear durante dos afios rebafios de ovinos en Alemania, reportaron que con
niveles por debajo de 60 UL de Se L' los animales muestran signos de deficiencia y
que por arriba de 80 uL de Se L' de plasma es el punto de referencia para los animales

con buena condicion de selenio.

En México, Ramirez et al. (2004) reportaron valores de Se en plasma de 18 a 23 ug
mL™" en diferentes edades de ovinos en Tlaxcala, y con la administracion de 0.25mg
kg™ de PV a los 20 dias observaron un incremento en plasma 2 veces el nivel inicial
con la aplicacion de 0.25 mg Se kg™ y 5.6 veces con la aplicacion de 0.5 mg Se kg,
lo cual disminuyo la mortalidad de los corderos. Con base en lo anterior, los animales
utilizados en el estudio se mantuvieron en las concentraciones que marca la literatura

para animales sin problemas de deficiencia.
Caracteristicas seminales

Diversos autores han reportado los efectos de la suplementacién con selenio en la
produccion y calidad de semen en carneros; resultados similares a los obtenidos en el
presente estudio fueron reportados por Marai et al. (2009) quienes al suplementar
carneros con 0.1 ppm de selenato de sodio incrementaron el volumen del eyaculado,
movilidad y concentracion del eyaculado y disminuyeron el numero de
espermatozoides muertos, con anomalias o con dafio acrosomal. De igual manera,
Silva-Albertoni (2014), reporté que al suplementar ovinos en pastoreo con una dosis
de 50 yL kg’ PV de Se, observo diferencias a los 70 dias post-aplicacion en el volumen
de eyaculado (p=0.0263) con una media de 2.3 mL para el grupo suplementado y 0.7
mL para el testigo; la concentracién espermatica fue diferente (p=0.0265) 4097
millones de espermatozoides mL"' y 3960 millones de espermatozoides mL-', en

carneros suplementados y no suplementados, respectivamente.

Adicionalmente, Ahangari et al. (2013) reportaron que al suplementar carneros con
fuentes de Se organico (0.1, 0.2 y 0.3 mg kg Sel-Plex) se mejord la movilidad y
viabilidad espermatica, el porcentaje de espermatozoides normales en diferentes
tiempos de almacenamiento, en comparacion con las dietas testigo deficientes en

selenio, obteniendo los mejores resultados con 0.3 mg kg' de Sel-Plex en alimento.
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Las mejoras en las caracteristicas seminales, con base en la suplementacién con
selenio, pueden ser explicadas con base en lo mencionado por Silva-Albertoni (2014)
quien indicd que la nutricién es un factor determinante en la actividad testicular, y las
deficiencias en minerales y vitaminas afectan la produccién de semen, debido a
alteraciones en la funcién de las células de Sertoli que regulan y coordinan la formacion
y liberacion de espermatozoides. Beckett y Arthur (2005) mencionaron que una
deficiencia de selenio en la dieta ocasiona baja calidad seminal. Por lo tanto, su
suplementacién es importante para mejorar la concentracion espermatica (Marin-
Guzman et al., 2000). Los resultados de calidad seminal obtenidos concuerdan con
Marin-Guzman et al. (2000) y Kendall et al. (2000) quienes afirmaron que la

suplementacion con selenio mejora la concentracion espermatica.
Actividad de glutation peroxidasa y producciéon de malondialdehido.

Los resultados obtenidos en actividad de glutation peroxidasa y produccion de
malondialdehido en este experimento, coinciden con lo reportado por Gunter et al.
(2003) y Lopez-Gutiérrez et al. (2012) quienes mencionaron que no encontraron
diferencias en la actividad de esta enzima en sangre de ovinos al suplementar Se en
la dieta. La actividad de glutation peroxidasa se utiliza como un indicador de las
concentraciones de Se en el animal (J6hannesson et al., 2004) y la reduccion de esta
enzima en carneros no suplementados ocasiona danos celulares, debido a que esta
selenoenzima forma parte del sistema Glutation, sefialado como el principal sistema
antioxidante en el organismo (Gudmundsdottir et al., 2008). El resultado obtenido en
actividad de GSH-PX en el presente trabajo se puede explicar de acuerdo a lo
mencionado por Juniper et al. (2008) quienes indicaron que el incremento del Se en
sangre ocasiona una saturacion de la enzima GSH-PX, por lo que en conjunto, tiende
a no incrementar la actividad de la enzima y no resulta un buen indicador para

diferenciar la suplementacion de selenio (Lopez-Gutiérrez et al., 2012).

A pesar de no presentar diferencia (p>0.05) en la produccion de malondialdehido entre
tratamientos en el presente estudio, la reduccién del 19% en el tratamiento
suplementado con Se pueden significar un efecto benéfico, debido a su relaciéon con

la actividad de la enzima GSH-PX que actua como antioxidante e inhibidor de la

45



peroxidacion lipidica, protegiendo al espermatozoide del dafio oxidativo, y mejora las
condiciones para la maduracion de los espermatozoides (Lamirande, 1993; Vernet et
al., 1997).

5.6 Conclusiones
La administracion de selenio en la dieta mejor6 el volumen y la concentracion del
eyaculado de los carneros de pelo. La suplementacion con selenio no incremento la

actividad de glutatién peroxidasa ni redujo la produccion de malondialdehido.
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VI. IMPORTANCIA DE LA SUPLEMENTACION DE SELENIO A
CARNEROS PARA LA CONSERVACION DE SEMEN

6.1 Resumen

Durante el proceso de conservacion se producen cambios en el semen que reducen
su capacidad fertilizante; uno de ellos, es la produccién de ROS (especies reactivas
del oxigeno) que deteriora la membrana del espermatozoide, por lo cual es necesario
proteger las células del dafo de estas moléculas. El objetivo del estudio fue evaluar si
la suplementacidn con selenio a carneros mejora las caracteristicas del semen
conservado en fresco, refrigerado y congelado. Se utilizaron 8 sementales de pelo de
14.5£0.5 m de edad y un peso promedio de 71.5+ 6.0 kg de PV, los cuales se
distribuyeron al azar en dos grupos: al grupo 1 se le adicionaron en la dieta 0.4ppm de
Se y grupo 2 sin adicidén de Se (testigo). Se utilizaron tres formas de conservacion de
semen, en fresco (a 37°C) durante 4 h, refrigerado (a 5°C) durante 96 h y congelado
(a -196°C), y se evaluaron las caracteristicas del eyaculado durante un periodo de 8
semanas, 60 dias después del inicio de la suplementacién. Las variables estudiadas
fueron: porcentaje de espermatozoides vivos, movilidad y el porcentaje de
espermatozoides con integridad de membrana, las cuales se analizaron por el
procedimiento GLM de SAS y comparacién de medias por la prueba de Tukey. El grupo
con la suplementacion con Se fue diferente (p<0.05) al testigo en porcentaje de vivos,
movilidad e integridad de membrana a las 4 h para la conservacion en fresco, en el
semen refrigerado se observaron diferencias (p<0.05) en porcentaje de vivos a partir
de las 24 h y para la conservacion en congelacion no se observaron diferencias
(p>0.05). La suplementacién con selenio mejora las caracteristicas del semen

conservado en fresco y refrigerado.
Palabras clave: Selenio, conservacion de semen, caracteristicas del semen

6.2 Introduccioén
Para hacer una propagacién mas eficiente de sementales genéticamente superiores,

es importante colectar y conservar su semen para aplicarlo por medio de la
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inseminacion artificial (Salomon y Maxwell, 2000). La congelacion de semen para su
uso por via transcervical o pericervical no ha tenido buenos resultados en fertilidad
(HegedisSova et al., 2012) debido a que en el proceso de congelacidén/ descongelacion
los espermatozoides sufren una serie de dafos estructurales y funcionales que
reducen su movilidad y viabilidad, en consecuencia, la reducciéon de la fertilidad
comparado con el semen fresco (Leboeuf et al., 2000; Rodello, 2010). De manera
general, se considera que después de la congelacion solo un 40 o0 50% de la poblacion
de células espermaticas sobreviven, por lo tanto, al comparar el semen descongelado
con el semen fresco es muy evidente la reducida proporcién de células viables
(Watson, 2000) y estos cambios estan relacionados con las variaciones en la
temperatura, ya que al reducirla por debajo de los 20°C, se generan alteraciones en el
espermatozoide, principalmente, en la membrana plasmatica y al someterlo a
temperaturas entre 0 y -20°C y hasta los -60°C, comienzan los efectos de
descompensacion idnica y de liquidos suficientemente graves para causar un choque

térmico (Palacios, 1994).

Aparte de los dafos fisicos en la estructura de la membrana, causados por las
alteraciones en los fosfolipidos que la componen, estan las alteraciones en las
funciones enzimaticas tales como las ATPasas, cuya actividad depende de la
integridad de los lipidos anulares, y que es en parte, responsable del pobre control de
las concentraciones de calcio una vez que la temperatura desciende de los 17°C (Holt,
2000), adicionalmente se han reportado los dafios en las mitocondrias de los
espermatozoides causados por mantener el semen en temperaturas de 5°C, los cuales
pueden estar presentes hasta en el 50% de las células (Salomon y Maxwell, 1995).
Uno de los principales danos causados en el semen por el proceso de conservacion,
es la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la reduccion de la actividad
enzimatica que controla este proceso puede incrementan los dafos en las células
espermaticas y reducir la fertilidad (da Silva et al., 2010) y el selenio es un elemento
indispensable para la sintesis de selenoenzimas que intervienen en el control del

estrés oxidativo (Ahsan et al., 2014).
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El selenio es un micro elemento necesario en mamiferos para mantener una buena
condicion reproductiva, ya que la deficiencia de este elemento se ha asociado con
alteraciones en la movilidad espermatica y alteraciones morfoldgicas en arquitectura
de la pieza media y cambios en la cabeza del espermatozoide, ambos relacionados
con baja fertilidad (Kehr, et al., 2010) El selenio esta relacionado con la actividad de la
enzima Glutatién peroxidasa (GPx; Zang et al., 2013), la cual es importante para evitar
la lipoperoxidacion de los lipidos de la membrana (Kehr et al., 2010). En el
espermatozoide la clase GPx-4 es el mas importante y se encuentra en tres isoformas:
cistosolica (cGPx-4), mitocondrial (IMGPx-4) y nuclear (nGPx-4; Chavory et al., 2010)
que en conjunto son las responsables de evitar los dafios causados por la produccién
de ROS del espermatozoide. Las ROS son producidas fisiolégicamente durante el
metabolismo celular normal (Sanocka y Kurpisz, 2004) y cumplen una importante
funcién en la fisiologia espermatica normal, pero un desequilibrio entre su produccién
y degradaciéon causa efectos adversos en el espermatozoide (Ball et al., 2002). Los
principales efectos nocivos de ROS en espermatozoides incluyen la disminucion de la
motilidad, incremento de la peroxidacion lipidica en la membrana plasmatica e
incremento en la fragmentacion del ADN espermatico (Peris et al., 2007).Por lo tanto,
el objetivo del presente estudio fue evaluar la suplementacién con selenio de carneros

F1 Damara X Pelibuey en la conservacion de semen.

6.3 Materiales y Métodos

Ubicacién

El estudio se realizd6 en las instalaciones del Laboratorio de Ovinos y Caprinos
(LaROCa) del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en Texcoco
estado de México a 19° 29’ de LN y 98° 53’ de LO, a una altura de 2240 msnm. El

clima es templado sub-humedo, lluvias en verano y una precipitacion promedio anual

de 645 mm que corresponde a una formula climatica Cb(wO0)(w)(i’) (Garcia, 2004).
Animales utilizados y su manejo

Se utilizaron 8 carneros F1 Damara x Pelibuey de 15.5 +0.5 meses de edad y un peso
promedio de 72.2 + 6.0 kg, los cuales se alimentaron 2.0 kg animal' dia”'con una

mezcla de paja molida de cebada, heno de alfalfa, avena molida y sales minerales.
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Previo al inicio del experimento, se desparasitaron con una dosis de 0.2 mg kg™ PV de

Ivermectina. La suplementacion con selenio se inicio en junio del 2014.

Por medio de la técnica de vagina artificial se colectaron eyaculados cada 7 dias en
un periodo de 8 semanas comprendido entre septiembre y octubre del 2014; cada
eyaculado colectado en tubos para coleccién graduados se almacend en frascos
térmicos debidamente identificados, los cuales se guardaban en un termo hasta el

momento de su evaluacion en el laboratorio.

Los carneros se asignaron al azar en uno de dos grupos, el primero fue suplementado
con 0.4 ppm de selenio incluido en una premezcla que cubria el aporte de
microlementos (Cuadro 6) adicionada en una proporcion del 2% del total de la racion.
En el segundo grupo la premezcla mineral no contenia selenio, pero cubria los otros

microelementos.

Cuadro 6. Aporte de microelementos a la dieta a cada grupo de carneros.

Mineral Grupo 1 Grupo 2
Cobalto 0.2 ppm 0.2 ppm
Cobre 6.0 ppm 6.0 ppm
lodo 0.8 ppm 0.8 ppm
Manganeso 15 ppm 15 ppm
Selenio 0.4 ppm 0
Zinc 50 ppm 50 ppm

Variables estudiadas

Se evaluaron las caracteristicas del eyaculado: 1) volumen del eyaculado (mL): 2)
concentracion espermatica en miles de millones de espermatozoides contenidos en un
mililitro de eyaculado (x10°), su determinacion se hizo por el método de
espectrofotometria; 3) porcentaje de espermatozoide normales en el eyaculado
(normalidad) y 4) porcentaje de espermatozoides vivos; para ambos casos se realizo
la tincion de eosina-nigrosina descrita por Bamba (1988), y 5) movilidad masal

establecida en una escala de 1 a 5 segun lo descrito por Hafez (1993), en donde 1
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corresponde a movimiento individual, 2 movimiento lento, 3 movimiento lento con
amplitud en las ondas, 4 movimiento rapido en las ondas y 5 ondas con movimiento

rapido.

La evaluacion en fresco se realiz6 manteniendo la temperatura del semen a 37°C en
bafio Maria, una vez evaluado el semen se diluyd con el dilutor comercial Tryladil ©.
Las dosis contenian una concentracion de 100 x10° espermatozoides. Se registraron
los valores de las caracteristicas posteriores a la dilucion, la cual se consideré como
Tiempo cero (T0) a partir de entonces se hicieron evaluaciones a las 2 y 4 h posteriores
a la dilucién del semen. Los parametros evaluados fueron motilidad masal, porcentaje

de vivos e integridad de membrana.

Para la evaluacion de semen refrigerado a 5°C, se colectaron eyaculados semanales
durante ocho semanas, se evaluaron y diluyeron con el dilutor comercial Triladyl ® para
obtener una concentracion de 100 x10° espermatozoides. Se evaludé el semen
inmediatamente después de la dilucion lo que se consideré como Tiempo cero (T0),
posteriormente se coloco en frascos térmicos (frascos de vidrio rellenos de algodon
con el espacio para colocar el tubo con el semen) y se mantuvo en refrigeracion, en
donde se tomd la temperatura para que el semen se mantuviera a 5°C, las
evaluaciones posteriores se realizaron tomando la muestra en refrigeracion, se calenté
en el portaobjetos en una platina térmica (Minitube ®) calibrada a 37°C. Las variables
usadas fueron motilidad masal, porcentaje de espermatozoides vivos e integridad de

membrana.

En la evaluacion para semen congelado se colecté semen a los carneros por el método
de vagina artificial, el eyaculado se evalud y diluyé con el dilutor comercial Triladyl ®
ajustando la dilucion para que las dosis tuvieran una concentracion de 100X106
espermatozoides, el semen diluido se almacend en pajillas Cassou (IMV ® de 0.25 mL),
y selladas con alcohol polivinilico. La congelacién se realizé de manera automatica con
la congeladora Cryobath® (Cryologic) modelo 2500, con capacidad para 24 paijillas
dentro del modulo de congelacién, se utilizd en programa determinado para
congelacion de semen de ovinos y caprinos con la siguiente curva de congelacién
(Figura 10).
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Control de temepratura {*C)

Figura 9. Adaptado de Freeze control® graphs by Cryologic, System Operating manual.

Programa 5: semen de ovinos y caprinos.

Al término de la curva de congelacién en el programa, se vaciaron las pajillas
directamente en el nitrégeno liquido y se colocaron en los gobelets y bastones para su
almacenamiento en un termo con nitrogeno liquido hasta su evaluacion. Las variables
analizadas fueron: movilidad masal, porcentaje de espermatozoides vivos e integridad
de membrana.

Analisis de datos

Las variables fueron analizadas en el paquete computacional SAS 9.3 con el

procedimiento GLM y comparacion de medias por la prueba de Tukey.
El modelo estadistico utilizado fue:

Yiij=u+1,+Bj+ @Pij+ &
Donde:

Yij = Esla observacion de la j — ésima unidad experimental del i

— ésimo mes de suplementacion

u = Media del tratamiento
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ti = Efecto de la suplementacién

Bj = Efecto del tiempo de conservaciéon

(zB)i = efecto de la interaccion del tiempo de conservacion por la suplementacion
€ij = Error experimental de la unidad ij

En donde el carnero es la unidad experimental y las variables respuesta son las

observaciones.

6.4 Resultados

Fresco

Los cambios en la proporcion de células vivas en el semen mantenidas a 37°C fueron

diferentes (p<0.05) hasta las 4 h posteriores al inicio de la evaluacion (Cuadro 7).

En la evaluacion inicial y hasta dos horas después de la dilucion, no se observan
diferencias (p>0.05) en la cantidad de espermatozides vivos en los dos grupos; sin
embargo, se obtuvo un incremento del 11% en la cantidad de espermatozoides vivos
a las 4 horas posteriores a la dilucion de los carneros suplementados con selenio

respecto a los testigos.

Cuadro 7. Cambios en el porcentaje de espermatozoide vivos, movilidad e integridad
de membrana en el semen mantenido en fresco a 37°C de pelo suplementados con

Se en Montecillo, Texcoco, México.

Horas de conservacion

Tratamiento Prueba
0 2 4
Suplemento Se 88.3+2.3A2 79,542 3 Ba 64.4+2.3¢2
% de vivos
S/Suplemeto Se 85.2+2.2 Aa 77.9+2.2 Ba 57.8+2.2 ©®
Suplemento Se 4.4+0.11%  3.9+0.13B  3.1x0.11 ©a
Movilidad
S/Suplemeto Se 4.0+0.12 A2 3.6+0.17 Be 2.6+0.12 ©®
Suplemento Se Integridad de 91.9+1.8 A2 75.5+2.182 64.1£1.9 2
S/Suplemeto Se membrana (%) gn.g+1.7%  71.6+2.08  52.6+2.0

A.B Medias con diferente literal en la misma fila son diferentes p<0.05.

a.b Medias con diferente literal en la misma columna son diferentes p<0.05.
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En la movilidad de los espermatozoides también se observan diferencias (p<0.05)
hasta las cuatro horas posteriores a la dilucién en donde se incrementé en 19 % la

movilidad del semen.

En la proporcidn de espermatozoides con integridad funcional de la membrana se
mejora en 21 % la proporcidén de espermatozoides con membrana sin alteraciones en

el semen de los carneros suplementados con respecto a los testigo (p<0.05).

Los cambios en las caracteristicas del semen en las diferentes horas fueron similares

en ambos grupos.
Refrigerado

Para las caracteristicas del semen refrigerado a 5°C se observan diferencias (p<0.05)
en la proporcion de espermatozoides vivos en el eyaculado de carneros que fueron

suplementados con respecto a los testigo (Cuadro 8).

El porcentaje de espermatozoides vivos 24 h después de la dilucion se incrementd 3
% con respecto a los no suplementados, y se mantuvo esta tendencia durante la

evaluacion.

Cuadro 8. Cambios en el porcentaje de espermatozoide vivos, movilidad e integridad
de membrana en el semen mantenido refrigerado a 5°C de carneros F1 Damara X

Pelibuey F1 Damara X Pelibuey suplementados con Se en Montecillo, Texcoco,

México.
Horas de conservacion
Dilutor
1] 24 48 72 96
Selenio 89.2+42. 5Aa 829+1.37Ba 76.3+1.37 @ 67.9+1.4DPa 60.5+1.37 Ea
Vivos (%)
S/Selenio 84.8+2.0Aa 79.6+1.48B> 722+1.42Cb 63.9+1.3DPa 56.6+1.4FP
Selenio 3.9+0.1 Aa 3.5+0.1 Ba 3.1+0.1 @  2.6+0.1 Dba 2.2+0.1 Ea
Movilidad
S/Selenio 3.7+0.14a 3.3+0.1 Ba 2.9+0.1c  2.5+0.1Pa 2.2+0.1 Ea

A.BMedias con diferente literal en la misma fila son diferentes p<0.05.
b Medias con diferente literal en la misma columna son diferentes p<0.05.
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En la movilidad del semen no se observaron diferencias (p>0.05) entre los dos

tratamientos, el movimiento observado fue muy similar a lo largo de la evaluacion.

Los cambios en las caracteristicas seminales en las 96 h de la evaluaciéon fueron

similares en los dos grupos.
Congelado

No se observaron diferencias (p>0.05) en las caracteristicas del semen congelado de

sementales suplementados con respecto a los testigo (Cuadro 9).

Cuadro 9. Cambios en el porcentaje de espermatozoide vivos, movilidad e integridad
de membrana en el semen congelado de carneros F1 Damara X Pelibuey F1 Damara

x Pelibuey suplementados con Se en Montecillo, Texcoco, México.

% Recuperacion post descongelacion

Inicial
C/Selenio S/Selenio
Movilidad 4.5 232 202
Vivos 92 2562 26.82
Integridad de membrana 95 2262 21.82

ab Medias en hileras con diferente literal son diferentes p<0.05

6.5 Discusion

Los resultados de la investigacion difieren con lo reportado por Mata-Campuzano et al.
(2014) quienes al mantener semen de carnero en fresco pero refrigerado a 15°C en
Espafa, reportaron que con la adicion de antioxidantes (Trolox 0.2, 1 y 5 mM) se
reduce la movilidad, la viabilidad del semen e incrementa el dafno acrosomal; sin
embargo estos efectos no se observaron cuando se mantuvo el semen a 5°C. Este
fendmeno, lo explicaron estos autores desde el punto de vista que el antioxidante en
ausencia de otros suplementos podria interferir utilizando los radicales libres como
segundos mensajeros, causando la pérdida de viabilidad de los espermatozoides,

efecto que se ha observado con varios antioxidantes en semen de carneros y ciervos.
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Este efecto no se observo en el presente trabajo ya que no hubo un efecto tan

detrimental en el semen mantenido a 37°C.

Para el semen refrigerado, los resultados obtenidos en el presente estudio son
diferentes a los reportados por Gundogan et al. (2010) en Turquia, quienes
mencionaron que al mantener semen de carnero en refrigeracion a 5°C la movilidad
del semen se redujo de 79 a 10% al quinto dia de conservacion, la viabilidad e
integridad de membrana se reducen también considerablemente en este periodo al
pasar de 60 a menos de 20%, es decir se redujo en mas del 50%, hay un incremento
importante en las células con dafos en el DNA, las concentraciones de
malondialdehido se incrementaron mas del doble, lo que en general indica que el
efecto detrimental en la calidad de semen se relaciona con el estrés oxidativo. La
diferencia puede estar relacionada con la proteccion que pudo haber adquirido el
espermatozoide con la suplementacion de selenio, el cual es precursor de
selenoproteinas, en donde la GPX4 es muy importante para prevenir los danos en el

espermatozoide.

Se ha demostrado que un incremento en la produccion de ROS esta relacionada con
alteraciones en los parametros de semen en los carneros; al respecto Numan et al.
(2007) reportaron que la adicion de antioxidantes en el semen mejora la calidad de
semen congelado, ya que la movilidad, se incrementa de 50.7 a 68%, y la proporcion
de espermatozoides con integridad de membrana se mejora de 46 a 64.1 %. Difiere
de los resultados obtenidos en el presente estudio, donde no se obtuvieron diferencias

(p>0.05) en esas caracteristicas del semen congelado.

La produccion de ROS puede causar efectos adversos en el semen; sin embargo, el
espermatozoide cuenta con mecanismos de defensa como las enzimas SOD y GPx.
En este contexto, el selenio y la GPx tienen una funcidén importante, ya que pueden
reparar moléculas y dafnos por medio del NADPH, el cual funciona como una fuente
de electrones; las bajas concentraciones de Se en testiculos se relacionan con baja
movilidad espermatica, alteraciones en la pieza media y la forma del espermatozoide
(Guerreiro et al., 2014).
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Los efectos negativos de los ROS en el espermatozoide y en la fertilidad de los machos
han sido reportados por diferentes autores (Kasimanickam et al., 2006; Sicherle et al.,
2011; Walczak—Jedrzejowska et al., 2012) la mayoria trabajado con la adicién de
antioxidantes en el semen (da Silva et al., 2010); sin embargo, el espermatozoide
cuenta con mecanismos de defensa para evitar los dafios que pueden causar las ROS
en donde se incluyen las enzimas glutation peroxidasa, catalasa y superéxido
dismutasa, las cuales regulan el balance entre la produccion y eliminacién de las ROS
(Soto-Bernardini y Raventds-Vorst, 2008) esto debido a la sensibilidad del
espermatozoide a la accion de estas moléculas por la gran cantidad de fosfolipidos
que contienen en la membrana, por lo tanto, las consecuencias son en el metabolismo,
morfologia y movilidad del espermatozoide (Yao-Yuan et al., 2006). Se han
correlacionado las diferentes caracteristicas seminales con la produccién de
malondialdehido, compuesto producido como resultado de la lipoperoxidacion,
Kasimanickam et al. (2006) al hacer un analisis de correlacidn mencionaron que con
el aumento de malondialdehido la movilidad y el porcentaje de espermatozoides
normales se reducen (las correlaciones son -0.32 y -0.43 respectivamente) las
anormalidades primarias se incrementan (0.23) al igual que las secundarias (0.47). Se
sugiere que la adicion de selenio en la dieta provocdé una mayor actividad de la
proteccion enzimatica y genero resultados superiores a los reportados en la literatura

en conservacion de semen de carnero.

6.6 Conclusion.

La suplementacion con selenio en la dieta de los carneros mejora la movilidad del
semen, porcentaje de espermatozoides con integridad de membrana y porcentaje de
espermatozoides vivos en semen fresco a las cuatro horas y el porcentaje de

espermatozoides vivos en refrigeracion a partir de las 24 h.
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VII. DISCUSION GENERAL DE RESULTADOS

Los sementales de pelo mostraron cambios en la produccion y calidad de semen entre
las épocas de anestro y estacion reproductiva; indicando que estos cambios estan
influenciados por la época del afio, y donde el fotoperiodo es un factor ambiental
determinante en la regulacion de su desempeio reproductivo (Malpaux et al., 1997).
Cambios en el fotoperiodo, implican cambios en la secrecién de melatonina, hormona
que puede regular la secrecion de GnRH, gonadotropinas y en consecuencia, la
actividad gonadal para estimular o inhibir la produccion de hormonas y gametos. Las
variaciones de volumen, concentracion del eyaculado y movilidad del semen, entre las
eépocas, pueden estar asociadas a una menor secrecion de gonadotropinas como
respuesta a las accion negativa de la melatonina durante los dias largos (Bustos y
Torres-Diaz, 2012), por lo cual tanto, se consideran reproductores estacionales y esto

limita la produccion de corderos a lo largo del afio (Valencia y Arrollo, 2007).

La mejora en la alimentacién incrementa el tamafio testicular y la produccion de semen
(Sayed y Mohamed, 2010). De igual manera, la suplementacion mineral es importante
en la produccion de semen de los carneros. Para el caso del selenio, Bin et al. (2008),
al suministrar un suplemento con vitamina E y Selenio, observaron que la combinacién
de estos dos elementos, mejord las caracteristicas seminales y el desempefio

reproductivo en carneros después de tres meses de suplementacion.

Los resultados obtenidos indican que la suplementacion de los sementales con 0.4
ppm, mejoro el volumen del eyaculado 0.3 ml con respecto a los no suplementados en
el cuarto mes de iniciada la suplementacion y la concentracién espermatica en 500
x10% espermatozoides por mL a partir del segundo mes de suplementacioén, estos
resultados son similares a los reportados por diversos autores (Marin-Guzman et al.,
2000; Ahangari et al., 2013 y Silva-Albertoni, 2014), al parecer, debido a que el Se
mejora las condiciones para el funcionamiento de las células de Sertoli que regulan la

formacion y liberacion de espermatozoides.

Los efectos de la suplementacion con selenio no se observan de manera inmediata en
las caracteristicas del eyaculado, debido a que los cambios se reflejan después de un

ciclo espermatico, que es 7 semanas, siempre y cuando este efecto no este confundido
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con la época del ano (Lindasy et al., 1993). Por lo anterior, la suplementacion de los

carneros tuvo que iniciar cuando se inicia la época reproductiva (junio).

La suplementacion con Se es muy importante en la zona centro de México, debido a
que se ha demostrado que los suelos son deficientes en este mineral y en
consecuencia, los forrajes no tienen las concentraciones en suficiente cantidad para
cubrir los requerimientos, sin embargo, no se conoce el impacto de esta deficiencia en
la reproduccion de los carneros (Ramirez et al., 2004). Los resultados obtenidos de la
suplementacion no mostraron un incremento en la actividad de la enzima glutation
peroxidasa, ni en la produccion de malondialdehido en sangre, como indicadores de
proteccion contra el estrés oxidativo; sin embargo, si se observdé una mejora en la
conservacion de semen en fresco (37°C) y refrigerado (5°C). Lo anterior indica que el
semen de sementales suplementados con 0.4 ppm de Se conservado en fresco tuvo
mejor movilidad, porcentaje de espermatozoides vivos y con integridad de membrana
a las 4 h de la dilucion; y conservado en refrigeracion mejord el porcentaje de
espermatozoides vivos a partir de las 24 h, con respecto a los testigo. Estos cambios,
posiblemente se debieron a que los espermatozoides podrian haber tenido una mayor
proteccion contra las ROS, ya que el selenio esta ligado con la actividad de la glutation
peroxidasa (Zang et al., 2013) la cual es importante para evitar la lipoperoxidacién de
los lipidos de la membrana (Kehr et al., 2010). En el espermatozoide, la clase GPx-4
es la mas importante y se encuentra en tres isoformas: cistosdlica (cGPx-4),
mitocondrial (MGPx-4) y nuclear (hnGPx-4; Chavory et al., 2010) que en conjunto, son
las responsables de evitar los dafios causados por la produccion de ROS del
espermatozoide. Las ROS son producidas fisiolégicamente durante el metabolismo
celular (Sanocka y Kurpisz, 2004) y cumplen una importante funciéon en la fisiologia
espermatica normal, pero un desequilibrio entre su produccion y degradacién causa
efectos adversos en el espermatozoide (Ball et al., 2002; Marchesi y Feng, 2007). Por
lo tanto, a medida que el espermatozoide se mantiene por mas tiempo, hay mayor
produccion de ROS y demanda de mayor proteccidn para evitar los dafios y muerte

celular.
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VIIl. CONCLUSIONES GENERALES

Los carneros de pelo presentan una produccién de semen estacional, en donde la

mayor produccion y calidad se tiene durante la época reproductiva.

El volumen del eyaculado, la concentracion espermatica el porcentaje de
espermatozoides vivos en el eyaculado y la movilidad del semen de los carneros de
pelo, es mejor dentro de la época reproductiva, y el fotoperiodo es la variable ambiental

que esta relacionado con los cambios seminales.

La administracion de selenio en la dieta de carneros de pelo incrementa el volumen
del eyaculado y su concentracién, sin embargo, estos cambios se presentan después

de cuatro y dos meses respectivamente, posterior al inicio de la suplementacion.

La conservacidén de semen de los carneros de pelo se beneficia con la suplementacion
de selenio en la dieta, al incrementar la proporcion de espermatozoides vivos, moviles
y con integridad de membrana después de cuatro horas conservadas a 37°C, en
refrigeracion e incrementa el porcentaje de espermatozoides vivos a partir de las 24 h

conservados a 5°C.

La suplementacion de selenio a sementales no mejoro las caracteristicas del semen

congelado.
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