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A Rita y Miste, por regalarnos 8 y 12 afios de amor incondicional. Sed felices alld
donde estéis.

“

-Eso es —agito la cabeza sobre la almohada y por primera vez vi ldgrimas en sus me-
jillas-. Dicen que los animales no tienen alma.

-¢Quién lo dice?

-Bueno, lo he leido, y sé que muchas personas religiosas asi lo creen.

-Pues yo no lo creo — di unos golpecitos en aquella mano que atin se aferraba a la mfa-.
Si tener alma significa ser capaz de sentir amor, lealtad y gratitud, entonces los animales
son mejores que muchos seres humanos. No tiene por qué preocuparse.

-Espero que tenga razén. A veces no duermo por la noche pensando en ello.

-5é que tengo razén, Sefiorita Stubbs, y no discuta conmigo. A los veterinarios nos
ensefian todo lo referente a las almas de los animales.

”

De “Todas las criaturas grandes y pequefias”

James Herriot

RESUMEN:

La inseminacion artificial (IA) es una herramienta imprescindible en los progra-
mas de mejora genética de caprino lechero para evaluar el potencial genético de los
sementales en prueba y para difundir la mejora genética mediante la distribucién de
dosis de semen de machos élite. Asi, el avance de un programa de mejora genética
serd mas rdpido cuanto mayor sea el uso de la IA y mayor la fertilidad obtenida por-
que las hijas necesarias para evaluar a los sementales se obtendrdn en menor tiempo.
No obstante, el uso de la IA es todavia muy bajo en caprino y, como consecuencia,
el avance de los programas de mejora genética se ralentiza. La mayoria de las IAs
en caprino se realizan con semen refrigerado a 4 °C que se utiliza el mismo dfa de
la extraccién de los eyaculados, debido a que la fertilidad de estas dosis disminuye
de forma drdstica a partir de las 12 h de conservacién. Este tiempo de vida dtil tan
corto impide el envio de las dosis de semen mediante agencias de transporte. Por
otra parte, el hecho de que las dosis de caprino se mantengan a 4 °C supone que el
proceso de refrigeracién tenga que realizarse lentamente (entre 60 y 90 minutos) para
evitar dafiar a los espermatozoides por choque térmico y, por este motivo, la entre-
ga de las dosis se retrasa durante la mafiana del dia de extracciéon. La combinacién
entre la tardanza en la entrega de las dosis y la necesidad de usar las dosis el mismo
dia de la extraccién del semen retrasa hasta la tarde la hora de inseminacién en las
ganaderfas mds alejadas de los centros de sementales e incluso desincentiva el uso
de la IA. Por este motivo, el objetivo de este trabajo que se presenta fue desarrollar
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un prototipo de refrigeraciéon econémico y sencillo compatible con las neveras que
utilizan los técnicos que se encargan de realizar las IAs que permitiese realizar el
proceso de refrigeracion in itinere. Para ello, se planificaron tres experimentos. En el
primer experimento se estudi6 la velocidad de refrigeracién en distintas variantes del
prototipo con el objetivo de obtener una velocidad lo més parecida posible a-0,18 °C/
min, que es la velocidad tedrica a la que se enfrian las pajuelas en caprino mediante un
bafio termostatado programable (en el que las dosis se enfrian de 20 a 4 °C en 90 min).
Se observé que la velocidad de refrigeracion real en el bafio programable era mayor
que la velocidad tedrica, alcanzando la temperatura de 4 °C en 67 min. De todas las
variantes del prototipo estudiadas, una de ellas proporcionaba la mejor combinacién
entre velocidad de refrigeracién y tiempo que se tarda en alcanzar los 4 °C.

En el segundo experimento se compard la calidad de las dosis refrigeradas en el
bafio programable y en el prototipo. Para ello se utilizaron 24 eyaculados de 12 machos
de raza Murciano-Granadina siendo la mitad de las pajuelas de cada eyaculado refri-
geradas con el bafio programable y la otra mitad con el prototipo. Tras la refrigeracién
se evalud la calidad del semen (movilidad e integridad de la membrana plasmatica)
nada mds concluir el proceso de refrigeracién (0 h) y 24 h después. Se observé un
mayor porcentaje de espermatozoides vivos en las dosis refrigeradas en el prototipo
(64,3%) que en el bafio termostatado programable (48,7%) a las 0 h (P < 0,05), siendo
el resto de pardmetros similares entre los dos sistemas (méviles totales: 64,5% frente
a 72,3%; méviles progresivos: 43,2% frente a 45,0%, para las dosis refrigeradas en el
bafio y en el prototipo, respectivamente). Por otra parte, la calidad a las 24 h de la
refrigeracién fue similar en ambos sistemas.

En el tercer experimento, se evalué la capacidad fecundante de las dosis refri-
geradas en el prototipo mediante la inseminacién de 315 cabras de raza Murciano

Granadina en nueve ganaderias de (n = 9) de cuatro comunidades auténomas.
La fertilidad media a parto obtenida con estas dosis fue del 56,9%, fertilidad similar
a la obtenida en esta especie por otros autores.

En conclusién, las dosis de caprino refrigeradas en el prototipo de refrigeracién
presentan mayor calidad in vitro que las dosis refrigeradas en el bafio programable.
Ademds, la fertilidad de las dosis refrigeradas in itinere es similar a la obtenida por
otros autores en caprino, con la ventaja de que permite realizar las inseminaciones
en un horario mds razonable.
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INTRODUCCION

Los programas de mejora genética en ganado caprino lechero descansan en tres
pilares fundamentales: en el control oficial del rendimiento lechero, el control genea-
l6gico de los animales y el programa de inseminacion artificial que cuenta con machos
de referencia, candidatos, en prueba o testaje y mejorantes. Estos programas ademads se
apoyan en laboratorios acreditados por ENAC donde se analiza la leche, laboratorios
donde se realizan los andlisis genéticos y se verifica la filiacién de los animales y en
los centros de sementales donde se alojan los machos del programa y que producen
las dosis de semen utilizadas en la inseminacion artificial (LozanoPalazén, 2010).

Por tanto, la inseminacion artificial (IA) juega un papel fundamental en el avance
de los programas de mejora genética debido a que permite conectar de una forma
eficaz los rebafios para poder evaluar el potencial genético de los sementales que se
encuentran en fase de prueba asi como acceder a animales mejorados genéticamente
y su difusién a un mayor nimero de hembras y explotaciones con garantias sanitarias
(Leboeuf et al., 2008). El avance de un programa de seleccién serd tanto mds rdpido
cuanto mayor sea el niimero de cabras inseminadas y cuanto mayor sea la fertilidad
conseguida porque el nimero de hijas necesarias para testar a los sementales se ob-
tendrd en menor tiempo.

No obstante, en el ganado caprino lechero sélo se insemina el 1% de la cabafia
total a nivel nacional (Lépez-Sebastidn, 2014), llegando al 5% del censo de las aso-
ciaciones (Arrébola, 2013). Este uso tan limitado de la IA ralentiza y compromete el
avance de los programas de mejora genética, debido a que se retrasa la obtencién de
la evaluacién genética de los machos que se encuentran en prueba. Por este motivo,
es necesario incrementar el uso de la IA en el caprino lechero ya que repercutird po-
sitivamente en el avance de los programas de mejora genética, en la productividad
de las explotaciones y en la calidad de los productos obtenidos, garantizando la
sostenibilidad del sector.

En Espaifia, la mayoria de las IAs en ganado caprino (>85%) se realizan con
semen refrigerado (Arrébola, 2013), debido a que su fertilidad (55-65%; Arrébola,
2013) es superior a la del semen congelado (35-38%; Arrébola, 2013) y préxima a la
que se observa tras monta natural en cabras con celo sincronizado (74%; Balado, 2017,
comunicacién personal).

En general, las dosis refrigeradas de caprino se conservan a 4 °C (Leboeuf et
al., 2003b). A esta temperatura de conservacion, es necesario afiadir a los diluyentes
ingredientes tales como la yema de huevo o la leche desnatada que protegen a las
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membranas de los espermatozoides de los dafios provocados por el frio (Bergeron y
Manjunath, 2006) y también es necesario refrigerar lentamente a los espermatozoides
desde temperatura ambiente hasta 4 °C (generalmente entre 1,5 y 4 h; Purdy, 2006)
para evitar dafiarlos por choque térmico. No obstante, estos protocolos de refrigeracién
demoran la entrega de las dosis y, por tanto, la hora de la inseminacién.

Por otra parte, los espermatozoides de caprino conservados en estado liquido
sufren un rdpido deterioro que compromete su fertilidad, disminuyendo ésta drastica-
mente a partir de las 12 h de conservacién (Leboeuf et al., 2000). De hecho, 1a mayoria
de las inseminaciones se realizan con semen conservado durante 5-8 h. Este reducido
tiempo de conservacién limita la distancia a la que pueden ser utilizadas las dosis,
dificultando su comercio nacional. Ademads supone un problema en los programas de
mejora genética nacionales de caprino, ya que entorpece el establecimiento de buenas
conexiones entre rebafios alejados de los centros de sementales (Leboeuf et al., 2008).

Por dltimo, la combinacién entre la demora en la entrega de las dosis refrige-
radas en el centro de sementales por esta fase de refrigeracion lenta hasta 4 °C y la
necesidad de realizar las inseminaciones con semen conservado con menos de 12 h
supone un problema adicional, que incluso puede desincentivar el uso de esta tec-
nologia reproductiva en ganado caprino. Sin embargo, parece 16gico aprovechar la
duracién del trayecto desde el centro de sementales hasta las granjas para refrigerar
las dosis (refrigeracion in itinere). De esta forma, se podrian adelantar las entregas de
las dosis y las inseminaciones no se retrasarfan tanto en la jornada laboral. No obs-
tante, no tenemos constancia de que existan estudios cientificos en los que se hayan
desarrollado protocolos o prototipos para refrigeracion lenta de las dosis seminales
durante el transporte (éstas son enviadas una vez ya han alcanzado la temperatura
de refrigeracion). Por otra parte, el formato de presentacién de las dosis en caprino
(pajuelas de semen de 0,25 mL) es muy sensible a los cambios de temperatura y, por
tanto, es fundamental regular muy bien la velocidad de refrigeracién utilizada para
evitar dafiar a los espermatozoides por choque térmico.

Por lo tanto, el objetivo del trabajo que se presenta fue desarrollar un prototi-
po de refrigeraciéon econémico y sencillo, compatible con las neveras que utilizan
los técnicos que se encargan de realizar las IAs para mantener las dosis a 4 °C, que
permitiese realizar el proceso de refrigeracion in itinere. En una primera etapa, se
determiné el posible efecto de este tipo de refrigeracion sobre la calidad in vitro de
las dosis. En una segunda etapa, se evalué la fertilidad de estas dosis en campo en
ganaderfas localizadas a distinta distancia del centro de inseminacién.
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MATERIAL Y METODOS
Materiales y preparacion de diluyentes

Todos los productos quimicos utilizados fueron de grado reactivo y procedentes
de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa), excepto el SYBR-14 y el yoduro de propidio (PI)
que fueron adquiridos en Invitrogen (Barcelona, Espafa).

Tabla 1. Composicién de los diluyentes utilizados

TRIS-CITRICO-GLUCOSA

Peso SM1
Ingredientes (TCG)
Molecular

Concentracion g/L g/L
TRIZMA base 121,1 250 mM 30,27 =
Acido citrico anhidro 192,12 83 mM 15,95 -
D (+) Glucosa 180,16 69 mM 12,43 2
Agua Milli-Q Hasta 1L -

Leche desnadata UHT (Central
- Hastall
Lechera Asturiana)

mOsm 300 -
pH 6,8-7 -

TCG: Mocé y Graham (2006); SM1: Skimmed Milk 1.

Para la preparacién de las dosis de semen se utiliz6 un diluyente de base leche
desnatada (skimmed milk, SM1). Para la evaluacién de la calidad del semen fresco
y refrigerado, se utilizaron el diluyente TCG y el diluyente TCG suplementado con
albimina sérica bovina (3 mg/mL; TCG-BSA). La composicién de todos los diluyentes
utilizados se encuentra resumida en la Tabla 1.

Para la determinacién de la concentracion se utilizé una solucién de cloruro
s6dico al 0,9% (peso: volumen; Konyali et al., 2013).
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Animales

Para el estudio se usaron un total de 15 machos cabrios (2-10 afios de edad)
pertenecientes a la raza Murciano-Granadina (Figura 1.a). Los machos se alojaron en
el Centro de Tecnologfa Animal, perteneciente al Instituto Valenciano de Investigacio-
nes Agrarias (CITA-IVIA, Segorbe, Castellon). Los sementales se alojaron en corrales
comunes, disponiendo de agua y paja ad libitum y fueron alimentados con 1 kg de
pienso concentrado por macho (17% proteina bruta, 4,5% aceites y grasas brutas y
11,6% fibra bruta). Tanto el alojamiento como los protocolos para la recuperacion del
semen e inseminacion artificial cumplian la normativa europea para el cuidado y uso
de los animales de experimentacién (Directiva EC 2010/63/EU).

Figura 1. Sementales (a) y cabras (b) de raza Murciano-Granadina
(Fuente foto b: S.A. Lozano).

Para la prueba de fertilidad se utilizaron cabras (n = 315) de la raza Murciano-
Granadina (Figura 1.b) mayores de 18 meses (entre 1,5 y 12 afios) y de mds de un
parto (entre 1 y 9 partos) alojadas en 9 ganaderias pertenecientes a la Asociacién
Espariola de Criadores de la Cabra Murciano-Granadina (ACRIMUR) localizadas en
las provincias de Murcia, Albacete, Barcelona y Teruel.

Recuperacion del semen

Los eyaculados fueron recuperados a primera hora de la mafiana mediante
vagina artificial, segtin el protocolo descrito por Silvestre et al. (2004), con ligeras
modificaciones (Figura 2).

Como méximo se extrajeron dos eyaculados por macho y semana, en dias sepa-
rados. Tras la extraccién e identificacién de los tubos los eyaculados se colocaron en
un bafio de agua atemperada a 25 °C hasta su procesamiento.
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Figura 2. Extraccién de semen de ganado caprino (Fuente fotos 5 y 6: C. Konyali).

El volumen de los eyaculados fue medido mediante pesaje en una balanza y la
concentracién fue determinada usando un espectrofotémetro calibrado para semen
de caprino (Accucell, IMV, Humeco, Huesca, Espafia) en una muestra diluida 1:400
(v:v) con la solucién de cloruro sédico 0,9% (Figura 3).

Figura 3. Detalle de la determinacién del volumen y la concentracién
de los eyaculados de caprino.
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Preparacién de las dosis de semen refrigeradas

Para preparar las dosis de semen refrigeradas, los eyaculados fueron diluidos
hasta una concentracién de 560 x 106 espermatozoides/mL con SM1 atemperado a
25 °C. De cada uno de los eyaculados diluidos se tomaron alicuotas de 40 .L para
analizar la calidad del semen fresco (antes de refrigerar).

Figura 4. Detalle del material necesario para el envasado del semen en pajuelas.

El resto del semen fue envasado en pajuelas de 0,25 mL (IMV, Humeco, Huesca, Es-
pafia) que fueron selladas con polivinil alcohol (PVA, Humeco, Huesca, Esparia) (Figura4).

En el protocolo de refrigeracion estdndar las pajuelas se colocaron en un bafio de
agua termostatado programable (Julabo GmbH, Seelbach, Alemania), donde fueron
enfriadas lentamente desde 20 a 4 °C en 90 min (velocidad tedrica de enfriamiento: 0,18
°C/min) siendo posteriormente conservadas a 4 °C hasta su uso (Figura 5). Después
de la refrigeracion se guardé6 una pajuela de cada uno de los eyaculados refrigerados
para evaluar la calidad seminal.

volumen k
” u Leche desnatada
. 0,2% Glucosa
560 x 10°
espermatozoides/mL

2

Refrigerador
2

15 1 90 min,de20a42Ca
0,18 2C/min

20-0PXIMO—-—2T M=

Conservacion a 4 °C

Figura 5. Protocolo de refrigeracién estandar (Fuente: C. Tomds, con modificaciones).
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Anélisis de la calidad seminal

Para evaluar la calidad del semen, se realizaron andlisis de movilidad y de inte-
gridad de membrana plasmaética de los espermatozoides tanto en muestras de semen
fresco (antes de refrigerar las muestras) como refrigerado. Se siguieron los protocolos
descritos por Konyali et al. (2013), con ligeras modificaciones.

Todas las diluciones y la manipulacién de las muestras se realizaron a tempera-
tura ambiente (22-25 °C). Se realiz6 una primera dilucién hasta una concentracién de
30 x 106 espermatozoides/mL con TCG en las muestras de semen fresco y refrigerado
(M-30). A partir de esta muestra M-30 se realizaron el resto de diluciones para la eva-
luacién de la movilidad y de la integridad de la membrana plasmadtica.

Los anélisis de movilidad se determinaron con ayuda de un sistema de analisis
de motilidad computarizado (CASA; ISAS, versién 1.0.17, Proiser, Valencia, Espafia)
operando a 30 video frames por segundo (30 Hz), con ajustes de drea de particula
desde 15 hasta 70 .m, y radio de busqueda de 12 .m (Figura 6). Los espermatozoides
se clasificaron como inméviles si su velocidad media (average path velocity; VAP) era
inferior a 10 .m/sec y se clasificaron como méviles progresivos si presentaban VAP
>75 .m/sec y un indice de rectitud (straightness index; STR) = 80%. Los analisis de
movilidad se realizaron a 37 °C usando un objetivo 10x con contraste de fases negati-
vo en un microscopio Nikon Eclipse 90i (Nikon Corporation Instruments Company;
IZASA, Barcelona, Espafia) conectado al ordenador a través de una cdimara de video
monocromética Basler A312f (Basler Vision Technologies, Proiser, Paterna, Valencia,
Esparia).

La concentracién para el andlisis de motilidad se ajusté en cada M-30 a 6 x 106
espermatozoides/mL con TCG-BSA. Estas muestras fueron incubadas a 37 °C durante
10 min antes de realizar los andlisis de motilidad. A continuacién se tomaron 5 .L de
muestra y se depositaron en una cdimara Makler (Counting Chamber Makler, Sefi

Medical Instruments, Haifa, Israel) atemperada a 37 °C en una placa calefactada
y se tomaron los datos de un minimo de 200 espermatozoides en tres campos distintos
(Figura 6). Las trayectorias de los espermatozoides fueron posteriormente revisadas
para eliminar posibles confusiones con particulas no espermaticas y trayectorias
erréneamente analizadas.

El porcentaje de espermatozoides vivos (con membrana plasmatica intacta) en
cada muestra fresca o refrigerada se determiné usando la tincién dual fluorescente
SYBR-14/yoduro de propidio (PI) y citometria de flujo (Figura 7). Todas las diluciones
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Figura 6. Cdmara Makler, sistema computarizado para el andlisis de motilidad de los esper-
matozoides e imdgenes obtenidas con este sistema y semen de caprino.

se realizaron a temperatura ambiente. Para el andlisis mediante citometrfa de flujo se
transfirieron 0,1 mL de cada M-30 a tubos y a continuacién se afiadieron 30 .L de una
solucién de tincién que contenia 25 .L de diluyente TCG, 2,5 .L de SYBR-14 (solucién
10 .M en dimetil sulféxido-DMSO) y 2,5 .L de PI (solucién 1,5 mM en agua Milli-Q)
y se incubaron con las tinciones durante 10 min a temperatura ambiente. Las mues-
tras se diluyeron tras la incubacién con 425 .L de diluyente TCG y se analizaron en
un citémetro de flujo Epics XL-MCL (Beckman Coulter, IZASA, Barcelona, Espafia)
equipado con sistema 6ptico estdndar (ldser de argén de 488 nM a 15-mW; Cyonics;
Coherent, Santa Clara, CA, EE.UU.), y un software EXPO 2000 (Coulter Corporation,
West Lafayette, EE.UU.). La fluorescencia verde emitida por el SYBR-14 se detect6
utilizando un filtro de paso largo de banda (LP) de 550-nm en combinacién con un
filtro de paso de banda (BP) de 525-nm (ancho de banda 505-545) (FL1). La fluores-
cencia roja emitida por el PI se detect6 usando un filtro LP de 645-nm combinado con
un filtro BP de 620-nm (ancho de banda 605-635) (FL3). El valor del fotomultiplicador
(PMT) del detector en FL1 se fijé a 650 V y en FL3 a 691 V. La compensacién utiliza-
da entre los filtros FL1-FL2 fue del 41,4%, y entre FL3-FL1 fue 5,5%. Se analizaron
un minimo de 10.000 eventos por muestra. Usando este protocolo, todas las células
se tifien con SYBR-14, lo que permite distinguir a las células de los eventos que no
contienen ADN (SYBR-14 y PI negativas) pero que presentan un tamario similar al
de los espermatozoides, pero sélo las células no viables (es decir, con la membrana
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plasmadtica dafiada) se tifien con PI (Figura 7). El porcentaje de particulas sin ADN no
se considerd en los cédlculos finales para no sobrestimar el porcentaje de espermato-
zoides vivos (PI negativos) (Petrunkina and Harrison, 2010; Petrunkina et al., 2010).
En los resultados sélo se consider6 el porcentaje de espermatozoides vivos (SYBR-14
positivos y PI negativos).

L =lolY

Tinciones fluorescentes.
SYBR14/PI

b N
FL3L0G

Begion | Number [ %Gated [ XMean [ HPX.CV
a1 359 5479 04 53
a2 %@ s 17 05
43 269 403 04 03
a4 238 33 a3 a4

Figura 7. Espermatozoides con la membrana plasmadtica dafiada (yoduro de propidio
positivos) o intacta (SYBR14 positivos), citémetro de flujo y graficos obtenidos tras el andlisis
de las muestras frescas o refrigeradas de semen de caprino.

Sincronizacion del estro e inseminacion artificial

Para la sincronizacién del celo en las cabras se utilizé un protocolo corto basa-
do en el descrito por Menchaca y Rubianes (2007) (Figura 8). Sélo se sincronizaron
aquellas cabras que presentaban buena condicién corporal, altos valores productivos
e imagen ecogréfica normal (sin signos de patologia reproductiva ni de gestacién).

El dia 0 se colocaron esponjas intravaginales con 30 mg del progestdgeno acetato
de flugestona (FGA, SINCROPART® 30 MG, CEVA Salud Animal, Barcelona, Espa-
fia) mediante un aplicador de esponjas lubricado (lubricante BOVIVET Gel 1000 ml,
Kruuse, Langeskov, Dinamarca). El aplicador fue desinfectado entre cada cabra con
una solucién de amonio cuaternario (CATIGENE PLUS, Quimicamp Higiene S.L.,
Valencia, Espafia). Al mismo tiempo que se colocaron las esponjas, se inyectaron por
via intramuscular (IM) entre 2,5 y 5 mg de Prostaglandina F2. (Enzaprost® T, CEVA
Salud Animal, Barcelona, Espafia) para provocar la luteolisis. El dia 6 se retiraron
las esponjas y cada cabra recibié una inyecciéon IM de 250 U.L (para las inseminacio-
nes realizadas en otofio-invierno) o 300 U.L (para las inseminaciones realizadas en
primavera-verano) de PMSG (SINCROPART® PMSG 6000 UI, CEVA Salud Animal,
Barcelona, Espaiia) para inducir el crecimiento folicular.
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Basado en Menchaca y Rubianes (2007), con
modificaciones.
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Esponja intravaglnal (FGA,
30mg)
IM PGF2a (2,5-5 mg)

Figura 8. Protocolo corto para la sincronizacion del celo en las cabras. FGA: acetato de
flugestona (progestdgeno); IM: intramuscular; PGF2.: Prostaglandina F2. (actividad luteolitica);
PMSG: gonadotropina sérica de la yegua gestante (actividad foliculo estimulante); IA:
inseminacién artificial.

La IA se realizé el dia 8, en un intervalo entre las 45 y las 48 h tras la inyeccién
de PMSG. Durante la IA cada cabra fue inmovilizada con ayuda de un asistente que
sujetd y levanté a las cabras por los miembros posteriores. A continuacién, el técnico
encargado de realizar la IA limpi6 la vulva, introdujo en la vagina un espéculo lu-
bricado (8-10 cm; lubricante BOVIVET Gel 1000 ml, Kruuse, Langeskov, Dinamarca)
y lo abri6 para localizar la entrada del cérvix en la base de la vagina. En caso de en-
contrarse moco cervical, éste fue retirado cuidadosamente ya que acumula productos
bacterianos e inflamatorios que pueden afectar a la viabilidad espermadtica (Manes y
Ungerfeld, 2015). Posteriormente se colocé el inyector en la entrada del cérvix empu-
jando suavemente para insertarlo lo mds profundo posible en el cuello uterino (casi
siempre a la entrada del cérvix) y se deposité lentamente el semen para evitar un
reflujo excesivo (Figura 9). Cada cabra fue inseminada con el contenido de una pajuela
de IA con un total de 140 x 106 espermatozoides. El espéculo fue desinfectado entre
cada cabra con una solucién de amonio cuaternario (CATIGENE PLUS, Quimicamp
Higiene, S.L. Valencia, Espafia).

Experimento 1

En el primer experimento se estudié la velocidad de refrigeracién en distintas
variantes de un prototipo de refrigeracién compatible con el uso de las neveras que
utilizan los técnicos que se encargan de realizar las IAs para mantener las dosis a
4 °C y que permitiese realizar el proceso de refrigeracion in itinere. El objetivo fue
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Figura 9. Proceso de inseminacion artificial en caprino (Fuente: S.A. Lozano).

obtener una velocidad de refrigeracién lo mds parecida posible a -0,18 °C/min, que
es la velocidad tedrica a la que se enfrian las pajuelas en caprino mediante un bafio
termostatado programable (en el que las dosis se enfrian de 20 a 4 °C en 90 min).

El prototipo consistié en un bote de vidrio en cuyo interior se colocaron las
pajuelas separadas por machos en gobelets individuales y este bote fue cerrado y
sumergido en un envase de pldstico que contenfa 750 mL de agua a temperatura
ambiente de forma que el nivel de agua cubria la totalidad de las pajuelas (Figura 10).

Para conseguir distintas velocidades de enfriamiento, se colocaron distinto
ntmero de bloques refrigerantes de 200 g (desde 0 hasta 4 bloques, congelados
previamente en un congelador a -25 °C) cubriendo de ninguna a 4 paredes del bote
de pléstico (Figura 11). En el interior del bote de vidrio se colocé un registrador de
temperatura (Temperature Data Logger RC-5; Elitech, Londres, Reino Unido) que fue
almacenando los datos de temperatura minuto a minuto. Ademads, se determing la
curvareal de enfriamiento obtenida en el bafio programable. Los datos del registrador
fueron descargados a una base de datos Excell mediante el programa URC-5 (Elitech,
Londres, Reino Unido). Con los datos obtenidos se realizaron gréficos de la curva de
enfriamiento y se calculé la velocidad de enfriamiento obtenida minuto a minuto.
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Figura 10. Detalle del sistema de refrigeracién, registradores de temperatura y detalle del
programa informaético de descarga de datos del registrador de temperatura.

Figura 11. Bloque refrigerante utilizado y detalle de la colocacién de los sistemas de refrige-
racién en el interior de la nevera de transporte (fila de arriba: 0 bloques en el centro y 1 bloque a la
derecha; fila de abajo y de izquierda a derecha: 2 bloques, 3 bloques, 4 bloques).

De todas las variantes estudiadas, nos quedamos con la que proporcionaba la
mejor combinacién entre velocidad de refrigeracién y tiempo en el que se alcanzaban
los 4 °C (3 bloques refrigerantes).

Experimento 2

En el segundo experimento se compard la calidad de las dosis refrigeradas en
el bafio programable con la de las dosis refrigeradas en el prototipo de 3 bloques
refrigerantes (Figura 12). Para ello se utilizaron 24 eyaculados de 12 machos de raza
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Murciano-Granadina siendo la mitad de las pajuelas de cada eyaculado refrigeradas
con el bafio programable y la otra mitad con el prototipo. Tras la refrigeracion se evalué
la calidad del semen (movilidad e integridad de la membrana plasmadtica) nada mds
concluir el proceso de refrigeracién (0 h) y 24 h después.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SAS. Para el
andlisis de la calidad del semen fresco se realizé un anélisis descriptivo. Los datos de
calidad in vitro (movilidad e integridad de la membrana plasmatica) de las muestras
refrigeradas a las 0 h y 24 h se analizaron mediante un modelo mixto donde se in-
cluy6 el macho como efecto aleatorio. El sistema de refrigeracién fue incluido como
efecto fijo, con 2 niveles (bafio programable y prototipo). El ajuste de Tukey-Kramer
se utiliz6 para evaluar las diferencias de las medias minimo cuadraticas a un error
fijado al 5% y los resultados se presentan como medias minimo cuadrdticas (LSM) +
error estandar (SE).

Experimento 3

En el tercer experimento, se evalué la capacidad fecundante de las dosis refri-
geradas en el prototipo mediante una prueba de inseminacién en campo.

Para la produccién de las dosis seminales se utilizaron 13 machos, variando el
ntmero de inseminaciones por macho (desde 6 hasta 71) y el niumero de ganaderias
en las que se usé cada macho en funcién de las necesidades del programa de mejora
genética. Las dosis se prepararon siguiendo el protocolo descrito previamente, y éstas
fueron refrigeradas durante su transporte a la granja utilizando el prototipo con 3
bloques refrigerantes, que fueron retirados a las 3 h 45 min (tiempo en el que las dosis
han alcanzado la temperatura de conservacién con este prototipo).
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Para la inseminacién se utilizaron 315 cabras de raza Murciano-Granadina alo-
jadas en 9 ganaderias localizadas en las comunidades auténomas de Murcia, Aragoén,
Catalufa y Castilla la Mancha. La distancia de las ganaderias al centro de insemina-
cién varié desde 87 km (50 min de viaje) hasta 384 km (3 h 47 min de viaje). Tanto
la sincronizacién de los celos como la inseminacién artificial se realizaron segtin el
protocolo previamente descrito. En el momento del parto se anotaron las cabras que
parieron y el niimero de chotos nacidos por parto.

En los resultados se muestran las medias de calidad del semen fresco y refrige-
rado, asi como las medias de fertilidad obtenidas por macho y por granja.

RESULTADOS

Las curvas de descenso de temperatura se muestran en la Figura 13. Se observé
que la velocidad de refrigeracion real en el bafo programable es mayor que la velo-
cidad tedrica, alcanzando la temperatura de 4 °C en 67 min. De hecho, en 27 de los
minutos registrados las velocidades de refrigeracién superan -0,4 °C/min, llegando
a alcanzarse velocidades de hasta -0,7 °C/min. Como es esperable, en el prototipo la
velocidad de refrigeracién es mas lenta cuantos menos bloques refrigerantes se utili-
zan, aunque las curvas de 3 y 4 bloques refrigerantes son bastante similares entre si.

Con respecto al tiempo necesario para alcanzar la temperatura de conservacién
de 4 °C con este sistema, se requieren 3 h 24 min para el sistema con 4 bloques, 3 h 45
min para el sistema con 3 bloques, 6 h 33 min para el sistema con 2 bloques, 8 h 42 min
para el sistema con 1 bloque y 12 h 10 min para el sistema sin bloques refrigerantes. De
todas las variantes estudiadas, la de 3 bloques refrigerantes proporciona una adecuada
combinacién entre velocidad de refrigeracién y tiempo en el que se alcanzan los 4 °C
en las muestras siendo ésta la variante utilizada en el resto de experimentos. En las
variantes con menos bloques, si bien se suaviza la pendiente en la primera parte de
la curva, las dosis tardan mucho tiempo en alcanzar la temperatura de conservacién
debido a que en la segunda parte de la curva la velocidad de enfriamiento es muy lenta.
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Figura 13. Curvas de descenso de temperatura en el bafio termostatado programable (tedri-

cay real) y en el prototipo con distinto ndmero de bloques refrigerantes.

En el caso del prototipo, la velocidad de refrigeracién no suele superar los -0,4
°C/min para ninguna de las variantes. S6lo en las variantes de 4, 3 y 2 bloques se
alcanzan velocidades de -0,4 a -0,5 °C/min tinicamente en 6, 10 y 2 del total de mi-
nutos registrados. Cuando se utilizan 1 o ningtin bloque refrigerante, la velocidad de

refrigeracién nunca excede —0,3 °C/min.

En este segundo experimento los eyaculados frescos presentaron de media
72,0% de espermatozoides moviles totales, 45,1% de moviles progresivos y 67,2% de
espermatozoides con membrana plasmadtica intacta (datos no mostrados en tablas).

Tabla 2. Calidad de las dosis refrigeradas en el bafo termostatado programa-
ble y en el prototipo al terminar la refrigeracién (0 h) y al dia siguiente (24 h).

Refrigerado O h Refrigerado 24 h
Espermatozoides (%) Bafio Prototipo Bafio Prototipo
Moviles totales 64,5+48 72,3+438 53,8+6,3 60,1+6,3
Moviles progresivos 43,2+4,8 45,0+4,8 25,6+4,8 28,0+4,8

Con membrana plasmatica intacta  48,7* +4,3 64,3b +4,3 46,8+4,6 56,7+4,6

Los resultados se presentan como medias minimo cuadraticas + error estandar
(LSM+SE). a,b: dentro de cada tiempo de refrigeracion (0 6 24 h), medias en la misma

fila con letras no comunes en el superindice son diferentes (P < 0.05).
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Se observé un mayor porcentaje de espermatozoides vivos en las dosis refrigera-
das en el prototipo que en el bafio termostatado programable a las 0 h de la refrigera-
cién (P <0,05), siendo el resto de pardmetros similares entre los dos sistemas (Tabla 2).
Por otra parte, la calidad a las 24 h de la refrigeracién fue similar para ambos sistemas.

Para el tercer experimento, los eyaculados frescos usados presentaron un volu-
men medio de 1,24 mL, una concentracién media de 2.679 x 106 espermatozoides/mL,
un 77,2% de espermatozoides méviles totales, un 63% de espermatozoides méviles
progresivos y un 65,8% de espermatozoides con membrana plasmdtica intacta (datos
no mostrados en tablas).

Tabla 3. Fertilidades medias a parto por machos y ganaderias.

N° hembras Fertilidad a N° hembras Fertilidad a
Macho Ganaderia
inseminadas parto (n) inseminadas parto (n)
1 13 38,5% (5) A 20 80% (16)
2 25 64% (16) B 43 46,5% (20)
3 21 57,1% (12) c 40 42,5% (17)
4 14 50% (7) D 22 63,3% (14)
5 70 54,3% (38) E 18 44,4% (8)
6 16 87,5% (14) F 39 38,5% (15)
7 11 63,6% (7) G 40 75% (30)
8 20 55% (11) H 56 60,7% (34)
9 6 66,7% (4) | 33 69,7% (23)
10 30 46,7% (14)
11 53 50,9% (27)
12 24 66,7% (16)
13 8 75% (6)
Total 311 56,9% (177) Total 311 56,9% (177)

(n): nimero de cabras que paren.

113



DESARROLLO DE UN PROTOTIPO PARA REFRIGERAR DOSIS DE SEMEN DE CAPRINO

La calidad media de las dosis refrigeradas utilizadas fue de 75,9% espermatozoi-
des moviles totales, 60,3% espermatozoides méviles progresivos y 57,3% espermato-
zoides con membrana plasmadtica intacta. Por tanto, tras la refrigeracién las muestras
retuvieron el 98% de los espermatozoides méviles totales, 96% de los progresivos y
87% de los espermatozoides con membrana plasmadtica intacta que presentaban los
eyaculados frescos (datos no mostrados en tablas).

Teniendo en cuenta el porcentaje de espermatozoides méviles de las dosis refri-
geradas, cada hembra fue inseminada con 106 x 106 espermatozoides méviles totales
en promedio, aunque este ndmero varié entre 71 y 132 x 106 espermatozoides méviles
totales dependiendo del eyaculado.

Del total de 315 hembras inseminadas, 4 fallecieron antes del parto y no fueron
contabilizadas para los calculos de fertilidad. La fertilidad media a parto obtenida
con estas dosis fue del 56,9%, aunque hubo variaciones entre machos y entre gana-
derfas (Tabla 3).

DISCUSION

Los diluyentes a base de leche desnatada son ampliamente utilizados para la
preparacion de dosis refrigeradas en ganado caprino (Leboeuf et al., 2003b). Aunque
el semen refrigerado de caprino se puede conservar a temperaturas que oscilan entre
los 2 y los 15 °C, se recomienda una temperatura de conservacién de 4 °C cuando se
utilizan los diluyentes con base leche desnatada (Leboeuf et al., 2003a).

No obstante, la refrigeracién desde temperatura corporal hasta 5 °C provoca
cambios estructurales en las membranas de los espermatozoides que finalmente alteran
su funcionalidad (Amann, 1999). Estos cambios estructurales son debidos al cambio
de fase que experimentan las cadenas de 4cidos grasos de los fosfolipidos desde la
fase liquida, que mantiene a la membrana plasmatica en un estado fluido, a la fase
de gel donde hay restricciéon de movimiento de los componentes de la membrana
plasmaética y se producen reorganizaciones de los componentes lipidicos y proteicos
(revisado por Mocé et al., 2010). Los dafios provocados por el descenso de temperatura
pueden agruparse en dafios directos o indirectos (o latentes) en funcién de cudnto
tardan en manifestarse estos dafios asi como su dependencia o no de la velocidad
de enfriamiento (Aman y Pickett, 1987). Asi, los dafios directos son evidentes casi
inmediatamente tras el descenso de temperatura y son dependientes de la velocidad
de enfriamiento, mientras que los dafios indirectos se evidencian cuando ha pasado
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algin tiempo tras el descenso de temperatura y son independientes de la velocidad
de enfriamiento.

Para minimizar estas alteraciones provocadas por el descenso de temperatura
se afladen productos que actdian como estabilizadores de las membranas a bajas
temperaturas (como la yema de huevo o la leche desnadata) y se realiza un enfria-
miento lento desde temperatura ambiente hasta 4-5 °C (Parrish y Foote, 1986). Asi, en
ganado caprino este enfriamiento se realiza habitualmente en 90 minutos (Leboeuf et
al., 2003a) aunque se han descrito protocolos mds cortos (1 h, revisado por Leboeuf
et al.,, 2000) y mds largos (hasta 4 h, revisado por Purdy, 2006). Con estos protocolos
se consiguen velocidades de enfriamiento lentas (< 0,3 °C/min; Fiser y Fairfull, 1989;
Memon et al., 2013) con las que se consiguen mejores calidades que si se utilizan ve-
locidades de enfriamiento rapidas (por encima de 0,55 °C/min; Memon et al., 2013;
Jiménez-Rabaddn et al., 2013).

Como ya se ha comentado en la introduccién, una de las consecuencias de este
proceso de enfriamiento lento es la demora que se produce en la entrega de las dosis
de inseminacién desde el centro de sementales a los técnicos inseminadores. Por este
motivo, en el primer experimento estudiamos la posibilidad de realizar este enfria-
miento directamente en la nevera de transporte de las dosis, en lugar de en el bafio
programable del centro de inseminacion. Para ello, desarrollamos un prototipo muy
sencillo y econémico con el que obtuviésemos una curva de enfriamiento lo més similar
posible ala curva tedrica del bafio programable (velocidad de enfriamiento tedrica de
-0,18 °C/min). Tal y como es esperable, la velocidad de enfriamiento en el prototipo
aumenta a medida que se afiade un mayor niimero de bloques refrigerantes, excepto
en el caso de las curvas obtenidas para 3 y 4 bloques, que son muy similares entre si.
Este fendmeno se debe posiblemente a una falta de contacto entre los bloques y las
paredes del recipiente de pldstico cuando las cuatro paredes son rodeadas, ya que
los bloques tienen una anchura ligeramente mayor a la de las paredes del recipiente
de pldstico.

En todas las variantes del prototipo la velocidad de refrigeracion més habitual
es < 0,2 °C/min, alcanzandose velocidades algo mds elevadas (no suelen sobrepasar
0,4 °C/min) en la primera parte de la curva (hasta que se alcanzan los 15 °C, apro-
ximadamente). Existen muy pocos trabajos donde se haya estudiado el efecto de
diferentes temperaturas de refrigeracién sobre la calidad de los espermatozoides, y
el ganado caprino tampoco es una excepcién. Los dos trabajos donde se ha estudiado
el efecto de la velocidad de refrigeracion sobre la calidad del semen en caprino se
centraron en comparar velocidades lentas (donde las muestras son refrigeradas desde
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30 6 37 °C hasta 4-5 °C en 90 o 150 min) con velocidades muy rédpidas en las que la
temperatura de 4-5 °C se alcanza en 10 6 60 min (alcanzdndose velocidades medias
de refrigeracién superiores a -0,55 °C/min; Jiménez-Rabaddn et al., 2013; Memon et
al., 2013). En ambos trabajos se observé que la calidad de las muestras refrigeradas
lentamente era superior a la obtenida con las velocidades més elevadas. No obstante,
se desconoce cémo pueden afectar velocidades de refrigeraciéon intermedias sobre la
calidad del semen en esta especie.

Por otra parte, no todas las especies son igual de sensibles a los dafios provoca-
dos por la refrigeracién, ya que la resistencia a los choques térmicos depende de la
composicién de la membrana plasmadtica en colesterol y fosfolipidos y del nivel de
saturacion de las cadenas de 4cidos grasos de los fosfolipidos (Watson, 1981). Por la
ratio colesterol:fosfolipidos de su membrana plasmética (0,59; Rana et al., 1991), los
espermatozoides de caprino no se encuentran ni entre los mds sensibles (ratio <0,5)
ni entre los mds resistentes (ratio = 1) a los choques térmicos (Watson, 1981). Aunque
no son directamente extrapolables los resultados entre especies, algunos autores ob-
servaron que el enfriamiento rdpido desde 30 hasta 15 °C o no tenia o tenia un efecto
minimo sobre la calidad del semen en ovino mientras que el enfriamiento rdpido
desde 30 hasta 10, 5 6 0 °C era perjudicial para esta especie (Fiser y Fairfull, 1986).
Por tanto, es poco probable que estas velocidades algo mds rdpidas que se alcanzan
en la primera parte de la curva cuando se usan 3 y 4 bloques refrigerantes puedan
tener algtin efecto perjudicial sobre la calidad posterior de las dosis de caprino, si
se considera ademds que los espermatozoides de caprino son més resistentes a los
choques térmicos que los de ovino atendiendo a la composicién de su membrana
plasmadtica (Watson, 1981).

El prototipo con 3 bloques refrigerantes presenté una combinacién adecuada
entre la velocidad de refrigeracién y el tiempo que se tarda en alcanzar los 4 °C y,
por este motivo, decidimos utilizar este sistema para los siguientes experimentos.
No existen tampoco trabajos donde se comparen velocidades de refrigeracion mds
lentas y por ello desconocemos el efecto sobre la posterior calidad del semen. Si se
ha demostrado que la temperatura mds adecuada de conservacién para las dosis
de caprino producidas con diluyentes a base de leche desnatada es 4 °C y no 15 °C
(Leboeuf et al., 2003a). Ademds, al no afiadir antibiéticos a las dosis de refrigeracién
se corre el riesgo de que se produzca un crecimiento bacteriano excesivo en esas
dosis refrigeradas muy lentamente ya que tardan mds de 6 h 30 min en alcanzar la
temperatura de conservacién de 4 °C. Se ha demostrado, de forma experimental, que
la temperatura de conservacién utilizada (4 °C) ya inhibe el crecimiento bacteriano
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al menos durante 24 h en semen de caprino diluido contaminado (Gémez-Martin
et al., 2014). Por tanto, no parece adecuado que se retrase en exceso el alcance de la
temperatura de conservacién de 4 °C ni bajo el punto de vista de calidad in vitro ni
de calidad microbiolégica.

Sorprendentemente, la curva real del bafio programable es muy diferente de la
curva tedrica, superando la velocidad de -0,4 °C/min hasta que se alcanzan los 7,5 °C.
Como consecuencia, las dosis alcanzan la temperatura de 4 °C a los 67 min en lugar
de a los 90 min, con un protocolo de refrigeracién que podria considerarse rapido
segiin Memon et al. (2013).

Al comparar la calidad de las dosis de caprino refrigeradas en el bafio termos-
tatado programable o en el prototipo con 3 bloques refrigerantes, observamos mayor
calidad en las dosis refrigeradas en el prototipo aunque sélo se observaron diferen-
cias significativas entre ambos sistemas para el porcentaje de espermatozoides con
membrana plasmadtica intacta nada mds terminar el proceso de refrigeracién (0 h).
Estos resultados corroboran los obtenidos por otros autores en caprino (Jiménez Ra-
badén et al., 2013; Memon et al., 2013), aunque en esos estudios previos se observaron
diferencias mds marcadas para todos los parametros de calidad seminal evaluados.
Las diferencias entre los resultados obtenidos en los distintos trabajos pueden ser
debidas o a la raza utilizada (Boer, Blanca Celtibérica 0 MurcianoGranadina), al tipo
de diluyente (leche o yema de huevo) o a la velocidad de refrigeracién alcanzada en
los protocolos considerados rdpidos (mayores en los otros estudios que en nuestro
trabajo). Si es posible que cuanto mayor sea la velocidad de refrigeracién haya mds
machos o eyaculados en los que no se alcancen los valores de calidad umbrales esta-
blecidos para enviar las dosis a campo ya que, ademads de las diferencias que existen
entre especies, se observa una gran variabilidad inter- e intramacho en la resistencia de
los espermatozoides a los procesos de enfriamiento y congelacién (revisado por Holt,
2000). Es decir, que a estas velocidades de refrigeracién subéptimas posiblemente se
descartan mads eyaculados y, por tanto, se desperdician mds dosis de inseminacion.

A pesar de los efectos negativos que tienen los protocolos de refrigeracién rapidos
sobre la calidad in vitro de las dosis de caprino, la fertilidad media a parto obtenida
con dosis refrigeradas mediante este protocolo fue de 59,3% y 2,2 chotos nacidos/ parto
(de un total de 241 inseminaciones de cabras de raza MurcianoGranadina alojadas
en 5 ganaderias). Esta fertilidad es similar a la que se obtiene para esta raza segin
otros autores (55-65%; Arrébola, 2013) y a la obtenida para otras razas (entre 54,3 y
64,8%; revisado por Leboeuf et al., 2003b). Por tanto, no parece que esta velocidad
de refrigeracion afecte negativamente a la fertilidad, aunque habria que determinar
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cudl es la fertilidad obtenida en dosis refrigeradas con la velocidad de refrigeraciéon
tedrica (- 0,18 °C/min).

En el tltimo experimento de este trabajo estudiamos cémo afecta la refrigeracién
in itinere (en el prototipo con tres bloques refrigerantes) sobre la fertilidad obtenida.
La fertilidad media a parto de las dosis refrigeradas mediante este sistema es del
56,9%, fertilidad muy similar a la obtenida por otros autores para esta especie tal y
como se ha comentado previamente. Este resultado era esperable, ya que la calidad
seminal de las dosis refrigeradas mediante ambos sistemas era muy similar. Por tanto,
es posible aprovechar el tiempo de transporte para refrigerar las dosis de caprino sin
que se produzca una disminucién de la fertilidad de las dosis.

En conclusién, las dosis de caprino refrigeradas en el prototipo de refrigeracién
con 3 bloques refrigerantes presentan mayor calidad in vitro que las dosis refrigeradas
en el bafno termostatado programable. Ademads, la fertilidad de las dosis refrigeradas in
itinere es similar a la que se obtiene con las dosis refrigeradas en el bafio termostatado
programable y a la obtenida por otros autores en caprino. Por tanto, este prototipo
permite aprovechar el tiempo de transporte para realizar la refrigeracion lenta, con
la gran ventaja de que permite adelantar la hora de entrega de las dosis al menos en
90 min (mds si se considera el tiempo necesario para verificar la calidad de las dosis
de semen al concluir el proceso de refrigeracion) y los técnicos pueden realizar las
inseminaciones en un horario mds razonable. Ademds, este prototipo es facilmente
transferible para la refrigeracién de semen de otras especies. AGRADECIMIENTOS:
Los autores agradecen a los ganaderos de las asociaciones AMURVAL y ACRIMUR
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dosis producidas.
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