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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la respuesta al consumo adicional de diferentes niveles de zinc organico en la
calidad seminal de ovinos de pelo, se utilizaron 9 borregos prepuberes (entre los 3 % a 4 ¥2 meses de edad)
con un peso promedio de 13 kg, los cuales fueron asignados a uno de tres tratamientos en un disefio
experimental completamente al azar. Los tratamientos consistieron: 1) Testigo (T; n = 3), los borregos
recibieron una dieta a base de maiz-soya-forraje, sin adicion de zinc (Zn); 2) ZnMet35, dieta testigo mas la
adicion de 35 ppm de Zn a partir de metionina de Zn (ZnMet) y 3) ZnMet70, dieta testigo mas la adicion de
70 ppm de Zn. La investigacion se llevo a cabo entre los meses de julio de 2009 a abril de 2010. El consumo
de dietas adicionadas con 70 ppm de Zn elevo (P < 0.05) el volumen del eyaculado (0.9696 vs. 0.7773 y
0.6864 mL) y la cantidad total de espermatozoides por eyaculado (1955.9 vs. 1463 y 1301.1 millones),
mejoro (P < 0.05) el porcentaje de espermatozoides con morfologia normal (92.870 vs. 89.045 y 86.818%)
y elevé (P = 0.09) la concentracién plasmética de testosterona (403.87 vs. 332.12 y 264.59 ng/dL) respecto
de los borregos que consumieron dietas adicionadas con 35 ppm de Zn organico y los del grupo testigo,
respectivamente. Se concluye que el consumo adicional de 70 ppm de Zn a partir de ZnMet eleva el
volumen, la cantidad y calidad de espermatozoides del eyaculado, asi como la concentracién plasmatica
de testosterona en ovinos de pelo criados en condiciones subtropicales.

Palabras claves: zinc, calidad seminal, borregos.

ABSTRACT

With the objective to evaluate the response of additional intake of different levels of organic zinc on the
seminal quality of hair lamb, nine prepubertal lambs were used (between 3.5 to 4.5 months of age) with an
average weight of 13 kg and assigned to one of three treatments in an experimental design completely
randomized. The treatments consisted on 1) Control (C; n = 3); the lambs received a diet from corn-soybean
meal-forage, without addition of organic zinc (Zn); 2) ZnMet35, control diet plus addition of 35 ppm zinc from
Zn methionine (ZnMet); and 3) ZnMet70, control diet plus addition of 70 ppm Zn. The investigation was
carried out between July 2009 and April 2010. The consumption of the diet supplemented with 70 ppm
organic Zn raised the seminal volume (P<0.05), (0.9696 vs. 0.7773 y 0.6864 mL), and the total of
spermatozoa per ejaculation (1955.9 vs. 1463 and 1301.1 millions), improved (P<0.05) the percentage of
spermatozoa with normal morphology (92.870 vs. 89.045 and 86.818 %), as well as the plasmatic
concentration of testosterone (403.87 vs. 332.12 and 264.59 ng/dL; p = 0.09) respect to the treatments that
received a diet supplemented with 35 ppm of organic Zn, and the control group, respectively. It is concluded,
that consumption of diet supplemented with 70 ppm of Zn from ZnMet, raises the ejaculated volume,
quantity, quality of spermatozoa, and raises the plasmatic concentration of testosterone, in hair lambs
breeding in the subtropical zone.

Keyword: zinc, seminal quality, lamb.
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INTRODUCCION

El zinc es un elemento traza que interviene en mas de 2700 enzimas, principalmente con
funciones cataliticas en el 70% de los casos; también es parte estructural, actlia como
sustrato o como regulador de la actividad enzimatica (Andreini y Bertini, 2012); presenta
caracteristicas antioxidantes (Bray y Bettger, 1990; Zago y Oteiza, 2001), protegiendo al
esperma, al igual que a otras células, contra el dafio oxidativo y la oxidacién de lipidos,
inhibiendo la fosfolipasa (Eggert et al., 2002), mejorando la calidad esperméatica (Rolf et
al., 1999).

La produccion de espermatozoides pasa por muchas divisiones celulares y esto requiere
grandes cantidades de zinc, ya que esta involucrado en el metabolismo del acido nucleico
y de las proteinas, por lo que es esencial en la diferenciacion y replicacion celular
(Underwood, 1981). En los tubulos seminiferos activa y mantiene el epitelio germinativo
(Wong at al., 2002); ayuda a codificar los factores de transcripcion involucrados en la
espermatogénesis (Bedwal y Bahuguna, 1994). En la motilidad espermatica controla la
utilizacion de la energia por el sistema del ATP (El-Masry y Kamal, 1994). Ademas es
esencial en la produccion de muchas hormonas sexuales, incluyendo la testosterona,
gonadotropinas y hormonas relacionadas (Hambidge et al., 1986; Wong et al., 2002).

El presente estudio se realizé con el objetivo de evaluar la respuesta al consumo
adicional de diferentes niveles de zinc organico en la calidad seminal de ovinos de pelo.

MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental. El trabajo se realizé en las instalaciones de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Sinaloa, ubicada en el
municipio de Culiacan, Sinaloa. Se utilizaron 9 machos ovinos de pelo, pre puberes (entre
los 3% a4 % meses de edad), con un peso promedio de 13 kg, los que fueron asignados
a uno de 3 tratamientos en un disefio experimental completamente al azar. Los
tratamientos consistieron en: 1) Testigo (T; n = 3); los borregos recibieron una dieta a
base de maiz-soya-forraje (Cuadro 1) sin adicion de zinc; 2) ZnMet35 (n = 3); dieta similar
al testigo mas la adiciéon de 35 ppm de Zn a partir de metionina de zinc (MRZipro
Corporation); y 3) ZnMet70 (n = 3); dieta similar al testigo con adicién de 70 ppm de Zn a
partir de metionina de zinc (ZnMet). Los animales se alojaron en tres corrales totalmente
techados, cada corral alojé a 3 animales; tuvieron acceso permanente a agua de bebida.
El alimento se dio en dos porciones (mafiana y tarde).

A la llegada de los animales se tomaron muestras de sangre y de excremento para
determinar la presencia 0 no de hemoparasitos y parasitos gastrointestinales. Los
animales recibieron tratamiento farmacolégico, con Albendazol (0.075 gr/animal) y
Doramectina (5 mg/animal) como tratamiento contra parasitos; fueron vacunados contra
Clostridium y Haemophilus; se les aplico vitamina ADE (.5 mL/animal; 250 000 Ul de
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vitamina A, 37 000 Ul de vitamina D3 y 25 Ul de vitamina E), minerales y aminoacidos
esenciales (5mL/animal). Tuvieron un periodo de adaptacion de 15 dias.

Mediciones: después del periodo de adaptaciéon los animales recibieron la dieta
alimenticia, de acuerdo al tratamiento asignado; en el dia 1 (inicio) del experimento se
midié la circunferencia escrotal, y posteriormente, ésta se realizd mensualmente.
También se tomd una muestra sanguinea a cada borrego de los diferentes tratamientos,
para medir los niveles de testosterona y los muestreos posteriores se realizaron cada
mes. Las muestras de sangre, se tomaron por puncion en la vena yugular.

El entrenamiento de los borregos para la eyaculacion en vagina artificial se comenzo al
inicio de la pubertad, alrededor de los 5 meses de edad, de acuerdo a lo recomendado
por Méndez et al. (2005).

Entre los meses de marzo y abril de 2010, se tomaron muestras seminales semanalmente
a cada uno de los borregos en estudio. En el semen recolectado se midieron los
siguientes parametros: volumen del eyaculado, concentracion espermatica, motilidad
espermatica, viabilidad espermatica y morfologia.

Recoleccidén seminal. La técnica utilizada para la recoleccion seminal fue por medio de
vagina artificial tipo francesa, la cual en su interior tuvo una temperatura de 40-42°C; el
semen se contuvo en un tubo graduado de 10 mL (I.M.V. Technology); inmediatamente
después de tener la muestra se colocé en una plantilla caliente a 37°C (MinitubeR).

Evaluacion seminal

Volumen. El volumen del eyaculado se midio directamente en el tubo de recogida, de
acuerdo a lo propuesto por Aisen (2004).

Motilidad en masa. Se determiné colocando una gota de semen en un portaobjeto (Pearl
25.4 x 76.2 mm) limpio y temperado a 37°C; y observandose con un aumento de 40x, de
acuerdo con Mellishon y Gallegos (2006). Se realizd un estimado subjetivo de la motilidad
basandose en el vigor de las ondas y su actividad; se cuantificd en una escala de 6 puntos
(0 = sin movimiento a 5 = ondas vigorosas), segun lo propuesto por Evans y Maxwell
(1990).

Motilidad individual. Se determiné colocando una gota del diluyente y una gota pequefia
de semen fresco en un portaobjeto templado a 37°C, para posteriormente
homogeneizarlas; colocando un cubre-objeto y observando con un aumento de 100x. Se
observaron varios campos sobre la laminilla y se determind el porcentaje de
espermatozoides que mostraron movimiento rectilineo progresivo; los espermatozoides
gue giraron en circulo o avanzaron en forma oscilatoria, fueron considerados con
movimientos anormales (Mellishon y Gallegos, 2006).
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Concentracion espermatica. El conteo espermatico se realizoé por medio del método de
fotocolorimetro, utilizando un fotdmetro marca Spermacue.

Viabilidad y morfologia. Para determinar el porcentaje de espermatozoides vivos y
muertos, asi como la morfologia, se utilizé la técnica de tincion eosina-nigrosina de
acuerdo a lo descrito por Evans y Maxwell (1990).

Toma de muestra sanguinea. Las muestras sanguineas se tomaron por puncion
yugular, utilizando tubos estériles sin anticoagulantes (Tyco healthcare group), y agujas
para sistema bacutainer de roscado (Venojet, 0.8 x 40 mm). Para separar el plasma, las
muestras de sangre fueron centrifugadas (centrifuga C-600, SOL-BAT S.A.), por 15
minutos a 1500 rpm; el plasma se deposité en micro tubos y se almacenaron a -20°C
hasta su analisis.

Determinacion de la concentracion plasmatica de testosterona. Las muestras de
plasma fueron enviadas al laboratorio de reproduccion de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México, donde se
determind la concentracion plasmatica de testosterona, utilizando la técnica de radio-
inmuno-analisis en fase soélida, con un kit comercial (TKTT-2).

Medicion de la circunferencia escrotal. La circunferencia escrotal se midié cada mes,
utilizando una cinta métrica en la region de mayor circunferencia de ambos testiculos
(Méndez et al., 2005); cada una de las mediciones fue registrada.

Analisis estadistico. A los datos numéricos se les aplico un analisis de varianza para un
disefio completamente al azar (Steel y Torrie, 1985), utilizando el modulo de analisis de
Varianza/covarianza del procedimiento para Modelos Lineales Generales de la Version
8, del Paquete Estadistico Statistix®, se fij6 un alfa méximo de 0.05 para aceptar
diferencia estadistica y se consideré a cada borrego como la unidad experimental. El
modelo matematico utilizado fue: Yijk = Mj +Tj + €ijk; donde: Yijk = variable de respuesta,
M = media general de la caracteristica estudiada, Tj = Efecto de los diferentes niveles
de zinc y eijk= error experimental o aleatorio.
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Cuadro 1. Composicién de dieta (BH) proporcionada a los borregos durante el experimento.

Ingredientes Inclusion en base humedad (Kg)
Base humeda Base seca
Rastrojo de maiz 15.0 15.14
Maiz 59.2 59.72
Pasta de soya 18.5 18.67
Melaza de cafia 6.0 5.05
Acid- Phos? 0.5 0.53
Piedra caliza 0.8 0.89
Total 100 % 100%
Analisis Calculado (en base seca)?
Proteina cruda % 13.66
Energia neta de mantenimiento. Mcal/Kg. 1.907
Calcio % 0.50
Fosforo % 0.34
Zinc mg/Kg 19.66

1Acid-Phos MR (Técnica Mineral Pecuaria, S.A. de C.V.) Premezcla preventiva para problemas de
uriolitiasis. 2Calculado en base a valores publicados (NRC, 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

El consumo de dietas adicionadas con 70 ppm de zinc elevé (P < 0.05) el volumen del
eyaculado (0.9696 vs. 0.7773 y 0.6864 mL) y la cantidad total de espermatozoides por
eyaculado (1955.9 vs. 1463 y 1301.1 millones), mejoré (P<0.05) el porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal (92.870 vs. 89.045 y 86.818 %) y elevo (P =
0.09) la concentracion plasmatica de testosterona (403.87 vs. 332.12 y 264.59 ng/dL).
Respecto de los borregos que consumieron dietas adicionadas con 35 ppm de zinc
organico y los del grupo control respectivamente; la informacion resumida se presenta en
el Cuadro 2.

La respuesta observada por el consumo adicional de diferentes niveles de Zinc organico
durante un periodo de 9 meses, indican que el consumo de dietas adicionadas con 70
ppm de zinc a partir de metionina de zinc elevan el volumen del eyaculado (P<0.05) y la
concentracion sérica de testosterona (P<0.09); estos resultados son similares a los
reportados por Kumar et al. (2006) quien al utilizar dietas adicionadas con 0, 35y 70 ppm
de zinc a partir de sulfato de zinc y 35 ppm de propionato de zinc, observé que a medida
que se incremento el nivel de adicion de zinc a las dietas ofrecidas a toros cruzados, se
obtuvo un mayor volumen de eyaculado y concentracion sérica de testosterona en
comparacion con el control. También, Cupic et al. (1998), observd un incremento en el
volumen del eyaculado, cuando se suplementd con sulfato de zinc en la dieta de toros.
Sin embargo estos resultados no coinciden con los encontrados por Luque et al. (2009),
quien al suplementar metionina de zinc durante 5 meses a ovinos previos a la evaluacion
seminal, bajo condiciones climaticas similares a las de este estudio; no observaron
modificaciones en el eyaculado. Desde el punto de vista fisiolégico el Zn es calificado
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como un micronutriente critico, que posee propiedades multifuncionales en el organismo.
En el sistema reproductivo del macho, existe en altas concentraciones y participa en el
funcionamiento normal de testiculos, prostata y epididimo (Garcia-Contreras et al., 2011).
En los testiculos, el Zn se encuentra principalmente en las células de Leydig (CL),
espermatogonias tipo B, y en las espermatidas (Croxford et al., 2011). Las CL ocupan
aproximadamente el 50% del compartimiento intertubular del testiculo, por lo que el
consumo de Zn es fundamental (Almeida et al., 2006) para el adecuado funcionamiento
testicular.

El reticulo endoplasmatico liso (REL), es el organulo citoplasmico mas notable de las CL,
por ser el lugar de accion de una serie de enzimas que intervienen en la sintesis de
testosterona; donde el Zn favorece dicha sintesis (Hesketh, 1982). También se ha
reportado que el zinc estimula el crecimiento y el desarrollo de dérganos sexuales
primarios, secundarios y accesorios en borregos; ademas se ha observado atrofia de
éstos cundo los borregos son alimentado con dietas deficientes en zinc (Martin et al.
1994). La principal fuente de zinc en el semen es la prostata, donde hay altas
concentraciones de este micromineral, y es el principal indicador de la funcion prostatica
(Elzanaty et al. 2004; Nagamine et al. 1990).

Cuadro 2. Efecto del consumo adicional de diferentes niveles de zinc organico, la calidad seminal,
concentracién sérica de testosterona y desarrollo testicular en ovinos de pelo.
Variable Tratamientos EEM!  Valor
I I 1 de P
Testigo 35 ppm 70 ppm
ZnMet ZnMet

Semental, n 3 3 3

Muestra seminal, n 22 22 23

Volumen, mL 0.6864>  0.7773* 0.96962 0.0399 0.05
Espermatozoides totales por coleccion, mill. 1301.1»  1463.02> 1955.92 131.49 0.05
Concentracion, millones/mL 1997.5 1777.5 1932.8 99.322 0.66
Motilidad individual, % 75.909 76.636 79.087 1.8699 0.77
Motilidad masal, escala de 0-5 3.6591 3.5909 3.7174 0.1408 0.93
Viabilidad, % 79.00 81.500 85.609 2.1560 0.45
Morfologia normal, % 86.818°  89.0452 92,8702 1.1545 0.05
Circunferencia escrotal inicial, cm 17.167 16.667 17.5 0.9497 0.95
Circunferencia escrotal final, cm 28.667 27.333 28.333 0.7536 0.80

Concentracién de testosterona sérica, ng/dL 264.59>  332.123> 403.872 33.681 0.09

ab| jterales diferentes en el mismo renglén indican diferencias estadisticas significativas, 1Error Estandar de
la Media.

El total de espermatozoides por eyaculado fue modificado (P<0.05) por los tratamientos,
observandose que los borregos que recibieron alimento adicionado con 70 ppm de zinc
a partir de metionina de zinc, tuvieron una mayor produccion espermatica por eyaculado;
lo que concuerda a lo observado en hombres (Wong et al., 2002), borregos (Kendall et
al., 2000) y toros (Cupic et al., 1998; kumar et al., 2006); cuando recibieron dietas
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adicionadas con zinc. Luque et al. (2009) al proporcionar dietas adicionadas con Zn a
niveles maximos de 45 ppm no observdé mejoras en esta variable. La respuesta obtenida
con niveles de adiccion de 70 ppm, se pudo deber a la mayor cantidad de Zn disponible
en el organismo, dado que la produccidon de espermatozoides pasa por muchas divisiones
celulares; por ende requiere grandes cantidades de zinc, ya que esta involucrado en el
metabolismo del acido nucleico y de las proteinas; por lo tanto es esencial en la
diferenciacion y replicacion celular (Underwood, 1981).

También se ha observado que en los tubulos seminiferos activa y mantiene el epitelio
germinativo (Wong at al., 2002); ayuda a codificar los factores de transcripcion
involucrados en la espermatogénesis (Bedwal y Bahuguna, 1994); ademas, las enzimas
sorbitol deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa son metaloenzimas dependientes del
zinc, las cuales estan involucradas en la espermatogénesis (Eggert et al. 2002). Todo ello
puede explicar el incremento en el nimero de espermatozoides por eyaculado
observados en el presente estudio en los borregos que consumieron dietas con niveles
adicionales de 70 ppm de Zn organico.

El porcentaje de espermatozoide con morfologia anormal se redujo (P< 0.05) en los
borregos que recibieron la dieta adicionada con 70 ppm de zinc, a partir de metionina de
Zn; estos resultados concuerdan con los reportados por Arthington et al. (2002), quien al
proporcionar alimento adicionado con diferentes niveles y fuentes de zinc, por un periodo
de 126 dias a toros, encontraron una disminucion en el porcentaje de anormalidades. Sin
embargo estos resultados no coinciden con los reportados por Kumar et al. (2006) y
Luque et al. (2009), quienes no observaron una respuesta favorable al consumo adicional
de zinc en la reduccion de anormalidades espermaticas en toros, cabras y borregos,
respectivamente.

Las anormalidades espermaticas se deben a fallas en la espermatogénesis (Barth y Oko,
1989; Barrio, 2002), relacionadas con los cambios cualitativos y cuantitativos del material
nuclear y de los 6rganos de origen citoplasmatico, asi como por perturbaciones
bioguimicas del plasma seminal; debido a procesos inflamatorios del testiculo y de las
glandulas sexuales accesorias; asi como también al aumento o disminucién de la
temperatura en el testiculo y por manipulaciones del semen durante su procesamiento
(De Serrano et al., 1989).

Como ya se menciond, los espermatozoides pasan por diversas divisiones celulares
(Underwood, 1981), por lo que asegurar niveles adecuados de Zn en el organismo animal
puede disminuir las anormalidades espermaticas. Underwood y Somers (1969)
reportaron que la suplementacién con zinc a borregos aumenta la produccion diaria de
espermas y reduce la proporcion de anormalidades espermaticas, lo que coincide a lo
observado en el presente trabajo.
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En los borregos que recibieron alimento adicionado con 70 ppm de zinc, se observé una
tendencia (p = 0.09) a incrementar los niveles plasmaticos de testosterona en
comparacion con los tratamientos ZnMet35 y el control (403.87 vs. 332.12 y 264.59
ng/dL). Estos resultados son similares a los reportados en toros (Kumar et al., 2006; Xin
et al., 2007), en humanos (Hartoma et al., 1977) y en conejos (El- Masry et al., 1994). Sin
embargo, son diferentes a los observados por Luque et al. (2009) al adicionar niveles
maximos de 45 ppm de Zn organico. El aumento de los niveles plasmaticos de
testosterona, se puede atribuir a la funcién del zinc en la esteroidogénesis testicular, ya
que activa el sistema adenilciclasa, que estimula la sintesis de testosterona (El- Masry et
al., 1994); ademas es un componente de las proteinas involucradas en las sintesis y
secrecion de testosterona (Kumar et al., 2006).

La concentracion espermatica, motilidad masal, motilidad individual y circunferencia
escrotal no fueron modificadas (P > 0.45) por los tratamientos. Estos resultados son
similares a los observados por Luque et al. (2009) y Arthington et al. (2002).

Los resultados obtenidos indican que la calidad seminal en borregos de pelo esta
relacionada con los niveles de Zn contenidos en la dieta, por lo que es necesario seguir
investigando los niveles de adicion optimos, en los que se obtenga la mejor respuesta en
la calidad seminal de los borregos, dado que la cantidad de estudios es limitada en esta
especie animal y en especial en animales criados bajo condiciones de trépico seco.

CONCLUSION

El consumo de dietas adicionadas con 70 ppm de zinc organico a partir de metionina de
zinc eleva el volumen y la produccién de espermatozoides por eyaculado, disminuye la
proporcion de espermatozoides con anormalidades morfoldgicas y eleva la concentracion
plasmatica de testosterona en ovinos de pelo criados en condiciones subtropicales.
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