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Efecto del pH del diluyente sobre
la motilidad y fertilidad del semen de carnero

Laflut, O.*; Chiossoni, M.*, Cresci, A." y
Rodriguez-Martinez, H.**

SUMMARY

In ruminants, the Intracellular pH is Involved in regula-
ting the enzymatic activity and the complex processes in-
volved in regulating sperm mortility. We have studied the ef-
fect of the dilution in cltrate-agg yolk with acidic (6.3) or neu-
tral (7.2) pH upon the in vitro motility and acrosome viabi-
lity and the In vivo fertility of ram semen, aiming at Increa-
sing thelr survival rate without detriment of their fertllizing
abliity. The acidic extracellular pH caused a change in the
pattern of sperm movement with a decreased flagellar be-
ating rate, without obvious decrease of the parcetage of in-
dividually progressive motlle spermatozoa, following dilu-
tion and refrigeration for up to 24 hours. There were neither
any deletereous effects upon the integrity of plasma mem-
branes nor acrosomes. The fertility of ram semen, diluted
and maintained up to 16 hours at 4° C in pH 6.3 was signi-
ficantly higher (60%) than lts Gounterpart In pH 7.2 (30%).
The use of acidic diluents contributs to the preservation of
ram semen In field conditions.
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RESUMEN

En rumiantes el pH Iintracelular esta involucrado en el
control de la actividad enzimética y por ende, de procesos
complejos como la motlilidad del espermatozolde, El efecto
de la dilucién en cltrato-yema a pH acido (6,3) y neutro (7,2)
sobre la viabllidad in vitro y la fertilidad in vivo del semen
de camnero, con el fin de Incrementar su sobrevida sin de-
trimento de su capacidad fecundante, fue estudiado. El pH
4cido extracelular provoctd un enlentecimiento del batido
flagelar, sin disminucion aparente del porcentaje de esper-
matozoldes con motilidad progresiva, luego de la dilucién y
refrigeracién (4o C) por hasta 24 horas. Tampoco hubo un
efecto deletéreo sobre la integridad de membranas o acro-
somas, confirmado ultraestructuralments. La fertilidad del
semen ovino diluido y mantenido refrigerado hasta 16 ho-
ras en pH 6,3 fue més alta (60%) que su contrapartida en
pH 7.2 (30%). E! uso de dlluyentes acidos contribuye a la
preservacion del semen de camero en condiciones de cam-

po.

Palabras Claves: CONSERVACION DE SEMEN, OVI-
NOS, PH, SEMEN

INTRODUCCION

Los camblos en el pH intraespermatico que se produ-
cen en el momento de la eyaculacion se han considerado
envueltos en la regulacién del iniclo de la motilidad del se-
men bovino (Acott y Carr, 1984) y suino (Rodriguez Mar-
tinez y col., 1990; Rodriguez Martinez, 1990). El semen de
estas especles es aimacenado en la cola del epididimo pre-
vio a la eyaculacion y cuando se lo examina en fluldo cau-
dal no diluldo, exhibe minima motilidad progresiva. El pH
del fluldo de la cola epididimaria en bovinos es de 5,8 (Carr
y Acott, 1984), en sulnos de 8,3 (Rodriguez Martinez y col..
1990) y en ovinos 6,0-6.4 (Rodriguez-Martinez, sin publi-
car).

Sl el pH del fluido epididimario es elevado a aproxima-
damente 7,0 (sin que medie diluci6n) o, si el fluldo es diluido
en el orden 1:10 (sin que meadie cambio de pH), los esper-
matozoides comienzan a moverse vigorosamente (Acotty
Carr, 1984; Carr y Acott, 1984). Lo mismo parece ocurrir en
el caso del cerdo (Rodriguez Martinez, datos sin publicar).
Ambos fenébmenos (dilucion y elevacién del pH) ocurren
concomitantements durante la eyaculacion y cualquiera de
ellos es suficiente para producir un Inicio lreversible de la
motilidad.

En el caso de pequefios rumiantes, la situacion es si-

milar, existe un microambiente acido en la cola del epididi-
mo, con espermatozoides Inméviles y en el momento de la
eyaculacion, la motilldad aumenta en forma intensa al pro-
ducir en primer lugar una dllucién de los espermatozoides
en la secrecion de |as glandulas anexas (vesiculas semina-
les) las cuales descargan un fluldo rico en bicarbonato, lo
que trae aparejado el doble efecto Indicado anteriormente
(Rodriguez Martinez, 1990).

La dilucion ulterior del semen ovino, en condiciones
practicas de manelo para inseminacion artificial, trae apa-
refado una disminucién gradual de la motilidad progresiva
y de la propla viabllidad del semen (Castrillejo y Rodriguez,
1982). Este sufrimiento del semen de camero a la dilucién
estaria, en clerta medida, vinculado al pH de los diluyentes
usados comunmente (7,2-7,4) lo que, sumado a la slimina-
cion por dilucion, del rol protector (decapacitante) del
plasma seminal induciria un aumento de la motilidad y de la
reaccién acrosémica (Zlatarev y col., 1988b). Una vez pro-
ducida esta falsa reaccion acrosémica, los espermatozol-
des -no obstante su alta motilidad in vitro- son infértiles.

Sin embargo, la dilucién de semen ovine en diluyentes
con pH acido (6,0-6,3) trae aparejada la disminucién in vi-
tro de la liberacion de enzimas acrosomales, indicando que
el pH acido es el que mejor preserva la estabilidad de la en-
zima acrosina, la que juega un rol clave en el proceso de fe-
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cundacion (Zlatarev y col., 1988a). El efecto que una dilu-
clén en pH écido, del orden del encontrado en la cola epi-
didimaria (aprox. 6,3) tenga sobre la motilidad y viabilidad
espermatica en carneros no ha sido, a nuestro entender,
aun explorado.

Por consiguients, se reportan aqui estudios reallzados
para determinar la Influencia del pH del diluyente sobre la
motilidad In vitro, la morfologia del acrosoma (a nivel de
microscopla optica y electronica) y la capacidad fecun-
dante In vive del semen ovino.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se usaron 4 cameros (3 Landrace suecos, localizados
en Uppsala, y 1 camero Corriedale, Dpto. de Rio Negro,
Uruguay) de 2-3 afios de edad. Los animales tenfan una
historia clinica reproductiva normal, con alta fertilidad, sin
patologlas previas. Al examen clinico no se detectaron pa-
tologlas, la serologla (Brucella ovis) fue negativa y su libido
fue normal.

Coleccion de semen y evaluacién

El semen (n= 4-6 eyaculados de cada carnero) se co-
lect6 con vagina artificial. Se determind volumen y la con-
centracién por mi se colectaron muestras para espermio-
grama de rutina. El pH del semen fue determinado Inmedia-
tamente a la coleccién con un pH-metro (Radiometer, Co-
penhague) y la motilidad progresiva espermatica por medio
de |a observacion directa a 37°C en un microscoplo equi-
pado con 6ptica de contraste de fase e interferencia (No-
marski, 200-250x).

Luego de la evaluacion preliminar de los reproductores
machos, el trabajo se realizé en dos experimentos a saber:

Experimento 1 (estudios in vitro)

Cada eyaculado de los 3 carneros Landrace (n= 6 eya-
culados por camnero) se dividi6 en dos alicuotas, una de las
cuales se diluyé (1:1) en citrato-yema (3 g citrato de sodio,
20 mide yema de huevo, agua destilada csp 100 ml, estrep-
tomicina 0,5 g penicilina 1: Ul) a pH 7,2y la otra en el mismo
diluyente pero titulado a pH 6,3 con solucién acuosa de
acido citrico al 10%, ambos a 30° C. La temperatura se dis-
minuyé paulatinamente y el semen se mantuvo hasta 24
horas a 4° C. El semen en ambos diluyentes se examiné
(pH, motilidad progresiva a 37° C) y se tomaron muestras
para evaluacién de Integridad de acrosoma a las 6, 12, 18
y 24 horas de la dilucion.

La evaluacién de integridad acrosémica fue realizada
por medio de examen mediato con contraste de fase en
muestras fijadas con formol bufferado y también usando
tincion de eosina-nigrosina, combinada, con contraste de
fase (Bamba, 1988).

Muestras representativas de espermatozoldes pre-
ypost-dilucién fueron fijadas, por inmersién,en una solucién
al 3% de glutaraldehide en tampoén cacodilato de sodio
0,067 M (pH 7,2; 500 mOsm) durante 8 horas o més. Lue-
go, las muestras se lavaron en tampén cacodilatoa 4°C y
se post-fijaron en solucién acuosa de tetréxido de osmio al
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2%. Las suspensiones de espermatozoides se deshidrata-
ron mediante pasaje por concentraciones crecientes de
etanol y 6xido de propileno y fueron incluldas en resina
plastica (Agar 100R, Cambridge, Inglaterra). Cortes semi-
finos (1 ym) para microscopia éptica se obtuvieron en un ul-
tramicrétomo (UltrotomR, LKB, Suecia) y se colorearon
con azul de toluidina tamponada para seleccién de areas de
interés ulterior. Cortes ultrafinos (60 nm) para microscopia
electronica de transmisioén se obtuvieron, se montaron en
grillas de cobre y luego de contracoloreadas con acetato de
uranilo y citrato de plomo, se examinaron en un microsco-
pio electrénico Philips EM 201 a 60-80 kV.

Experimento 2 (estudios in vivo)

El semen del cuarto carnero (Corriedale, Uruguay) fue
usado en un programa rutinario de inseminacién artificial en
el establecimiento “Valle del Sol*, 5a. Seccién del Departa-
mento de Rio Negro, Uruguay. El semen del carnero men-
clonado se colecté por medio de vagina artificial en horas
de la tarde (aprox. 18:00), se dividié, para ser diluido en ci-
trato-yema (1:1) a pH 6,3 0 7,2. Se mantuvo a 4° C entre 14
y 16 horas hasta la inseminacién (0,02-0,05 ml/dosis Gnica)
al dfa siguiente. Por la mafnana, se colectb un nuevo eya-
culado el cual fue usado fresco (sin diluir y sin refrigerar,
0,01 mi/dosis Gnica), odllufdo en pH 6,3 (sinrefrigerar, 0,02
ml/dosis Unica).

Un total de 404 borregas/oveljas (18 meses a 6 afios),
con peso promedio de 45 kg, fueron Inseminadas con una
de las 4 varlantes de semen expuestos anterlormente, una
vez/celo.
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El celo fue detectado usando carneros vasectomiza-
dos. Cada mafiana, la mitad de las ovejas se inseminaban
con el semen diluldo/refrigerado y la otra mitad con el se-
men fresco (diiufdo y sin diluir).

De todos los eyaculacdos colectados se sacaron mues-
tras para evaluar motllidad inmediata, luego de dilulr/re-
frigerar y previo a la inseminacién. Asimismo se fijaron es-
tas muestras (1 gota/2 ml de glutaraldehido al 3%), las cua-
les fueron examinadas en Uppsala para evaluar Integridad
de membranas plasméticas y de acrosomas.

Los resultados obtenidos fueron procesados estadisti-
camente por Chi-cuadrado y Student t-test (Steel y Torrle,
1960).

RESULTADOS

Los cameros nc mostraron patologlas clinicamente
detectables durante el desarrollo del ensayo, el cual fue re-
allzado (aunque en hemisferios diferentes) en épocas del
afho donde la cantidad de horas luz/dla y temperatura tue-
ran similares. Los parametros seminales de los carneros
usados se resumen en la Tabla 1, y demuestran que el se-
men usado era de buena calidad, con alta concentracion y
motilidad Iniclal.

Tabia 1: Caracteristicas del semen usado en el presente estudio
(n=4; 4 eyaculados/carnero; x £ DS),

vol. pH concentr, motilided
(mi) (milVmma3) (%) total

patologlas (%)

acrosomas

124046 7,0£017 3574047 78,2¢3.85 481131 4,12159

La motilidad progresiva del semen de los carneros In-
cluidos en el experimento 1, de preservacion In vitro, en
citrato-yema a pH 7,2 y 6,3 son presentados en la Tabla 2,
mientras que el promedic de dafios a las membranas y
acrosomas ocaslonados en los mismos -detectados en el

microscoplo éptico- aparecen en la Tabla 3.

Tabis 2: Cambios en la motilidad progresiva (%) de los esperma-
tozoides en semen de carnsro incluidos en el experimento |
diluido en clirato-yéema & diterente pH y refrigerado (4° C) hasta
24 horas (n=38 eyac./carnero, x t DS).

dilucién
(30° C)

diluido y mantenido a 4°C

6h 12h 18h 24h

6.3 70.6+7.07 5504957 5324722 50,0+8,16 44 242120

72 70,026,32 6501500 62,814,776 5832892 4671745

Tabla 3: Cambios en los porceniajes de dafio scrosémico en los
espermatozoides del semen de carnero Incluido en el experi-
mento 1, diluido en cltrato-yema s diferente pH y refrigerado (4°
C) hasta 24 horas (n=3, 6 eyac./carnero, x t DS).

pH  dilucien diluido y mantenido a 4° C
{30° C)
sh 12h  18h  24h
83 504079 512159 504129 493174 524062
72 54:1,01 641228 66£200 694153 764197
6

La motilidad progresiva disminuyé luego de la dilucién,
Independientemente del pH usado y disminuyé aln més -
en forma paulatina- durante la conservacién a 4°C, lle-
gando a las 24 horas con un promedio de 44-47 % de es-
permatozoides con motllidad progresiva (rango 22-66%,
P< 0,05). Hubo una tendencia a observar un porcentaje de
motilidad progresiva individual inferlor en los espermatozoi-
des dlluidos en pH 6,3 aunque esta diferencia no resultd ser
significativa.

La motilidad individual presentd, no obstante, diferen-
clas de pH, cuando se analizd el patrén de motilidad en
muestras dlluidas y mediante microscopla de contraste de
fase/Interferencia. Los espermatozoldes -que se movian
en forma progresiva- a pH 6,3, mostraron una velocidad de
batido flagelar mas lenta y un patrén de batido parecido al
que se encuentra en liquidos de alta viscosidad, cosa que
consistentemente no fue vista a pH 7.2,

No se registraron cambios deletéraos en la integridad
de los acrosomas examinados, los que se mantuvieron en
un promedio de dafio acrosémico del 7% (rango 4,6-9,8)
durante todo el experimento |, siendo menores (5,6%,
rango 4,1-8,4) a pH 6,3 (n.s.).

La microscoplia electrénica confirmé estos hallazgos,
tal como se observa en los espermatozoldes representati-
vos de cada momento y pH usado (Figuras 1-5). La mayo-
rla de los camblos morfolégicos registrados fueron dilata-
cién y desprendimiento de la membrana plasmética en el
sector anterior de la cabeza del espermatozoide (supra-a-
crosomal) y cambios en el ascrosoma, con dilatacién, elimi-
nacion del margen apical y en algunos casos la disolucién
del contenido con ruptura de la membrana acrostmica ex-
terna.

Los porcentajes de motilidad progresiva del semen del
carnero usado en el experimento Ii, diluido y mantenido
refrigerado por 16 horas, no bajaron en ningin momento
del 50%. Los porcentales de acrosomas dafiados fueron si-
milares a los observados en el experimento | (rango 5
10%).

La microscopla electrénica del semen de este camero,
confirmé los hallazgos de la microscopla 6ptica reallzada.
Los cambios encontrados fueron fundamentalmente a nivel
de la cabeza de los espermatozoides (Figuras 6 y 7), con
membranas deterioradas y acrosomas con rarefaccion de
la cresta acrosémica apical, Independientemente del pH
usado en la dilucién. Hubo sin embargo una tendencia a ob-
servar mas modificaciones a pH 7.2.

Las tasas de fertilidad (% de no retorno al celo) obteni-
das luego de la Inseminacion artificial realizada, se resu-
men en la Tabla 4.

Tabla 4: Tasas de lertilidad (porcantajes de no retormno al celo) en
borregas y ovejas inseminadas artificiaiments con samen sin diluir o
diluido en citrato-yema con dos pH diferentes e iInseminado fresco o
conservado por 14-16 horas, a 4°C (n=404)

semen usado dosis porcentaje
Inseminada de no retormo
{mi)

fresco

sin diluir 0,01 815

diluido (pH 6.3) 0,02 - 0,05 75,8

Presarvado 4°C

pH B3 0,02-0,05 58,0

pHT72 002-005 31.0°
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La dilucién en citrato-yema, a pH 6,3 y su inseminacion
inmediata, sin refrigeracién, no disminuyé significativa-
mente la fertilidad del semen del carnero usado, a pesar de
que la motilidad progresiva disminuy6 significativamente
luego de diluir el semen fresco (tal como se desprende de
los resultados del experimentoe |, in vitro).

La dilucién y ulterlor refrigeracion del semen diluido a
pH 6,3y 7.2 por hasta 14-16 horas, mostré resultados de
retencién a la inseminacion artificial que fueron notoria-
mente Inferlores a los obteridos con el uso de semen sin re-
frigerar. Sin embargo, el uso de semen dlluido enpH 6,3y
refrigerado alcanzé un 58% de retencién, contra sélo un
30% cuando se lo diluyb en pH 7,2 (P< 0,05).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El pH del fluldo epididimario disminuye progresiva-
mente desde la cabeza a la cola del ducto, donde adquiere
niveles acidos (Rodriguez-Martinez y col., 1990). La quies-
cencla del espermatozoide antes de la eyaculacion es de-
bida a su pH intracitoplasmico acldo, el cual a su vez as mo-
dulado por el bajo pH (aproximadamente 6,0) del fluldo
caudal y probablemente (al menos en bovinos) por el allo
tenor de lactato producido por el espermatozoide (Carr y
Acott, 1989). En cerdos, el ion bicarbonato, cuyos niveles
son inferiores a los 3 mM/t en la cola del epididimo (Ro-
driguez-Martinez y col., 1990), ha sido propuesto como sl
responsable directo del inicic de la motilidad de las células
debldo a su acclon sobre la enzima adenilciclasa esper-
matica (Okamura y col., 1987), mientras que en bovinos
hasta 4 protelnas -que muestran cambios fosforllativos con
modulacién del pH Intracelular- aparecen envueltos en el
control del movimiento (Carr y Acott, 1989),

La dilucién del semen de carnero en medios acidos,
como en el presente trabajo, causd un notorlo enlenteci-
miento del batido flagelar (van Duljn y Rikmensposl, 1960).
Este efecto se present6 también en cerdos (De Braganca
y col., 1989; Bwanga y col., 1990) y bovinos (Acott y Carr,
1984; Rodriguez y col, 1989), indicando que la motilidad es-
permatica puede ser modulada mediante la manipulacién
del pH extracelular (Blackshaw y Emmens, 1951). En prin-
ciplo, el interés de este trabajo era determinar la eventual
detencién o enlentecimiento casi completo de la motilidad
espermatica, volviendo a los niveles de inmovilidad existen-
tes en |a cola del epididimo. Este objetivo no fue logrado, sl
bien los porcentajes de motilidad disminuyeron con el pH
6,3 del diluyente, no se puede concluir que el pH es el cau-
sante directo de este enlentecimiento. Es probable que la
disminucion de la temperatura y el pH, conslgan enlentecer
ol metabolismo espermatico, bajar los niveles de produc-
cién de ATP (Soderquist y Larsson, 1985) y con ello, dismi-
nuir el porcentaje de espermatozoides con motllidad pro-
gresiva.

Si blen estos efectos sobre el metabolismo -disminu-
cién de ATP (Rodriguez y col., 1989); baja del movimiento

(de Braganga y col., 1989; Bwanga y col.,
1990) y la disminucién de la actividad enziméatica (Okamur
y col., 1987; Zlaterev y col., 1988a, 1988b; Acott y Carr,
1989)- pudieran ser considerados adversos para la activi-
dad espermatica; también se los puede considerar adecua-
dos para enlentecer el metabolismo esperméatico y me-
diante ello, proteger los espermatozoides durante los pro-
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ACTUALIZACION

cadimientos de dilucion y preservacién, ya sea enfriado o
congelado, a los que se les somete comercialmente.

De los resultados obtenidos, no puede decirse que so-
metar al semen de carnero a un pH extracelular acldo es
perjudicial, puesto que los efectos sobre la motilidad, inte-
gridad acrosémica y hasta sobre su fertilidad fueron redu-
cidos. Por ofra parte, ha sido claramente demostrado que
este nivel de acidez evita la activacién de enzimas acro-
sdmicas y su posterior liberacién (Zlatarev y col., 1988a;
1988b).

Los resultados del presente trabajo nos permiten con-
clulr que el uso de diluyentes acidos contribuye a la preser-
vacion del semen de carnero en condiciones de campo.
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