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La Inseminacién Artificial en ganado ovino (IAO) es una herramienta imprescindible en la
mejora genética, principalmente en razas de leche. Actualmente la IAO en Espaiia se basa en la
utilizacién de semen refrigerado de moruecos, con un tiempo de conservacién inferior a 4 horas y con
escasas alternativas frente a tiempos mas largos y temperaturas de conservacion.

La controversia existente entre distintos autores sobre el mejor diluyente a emplear en
refrigeracién asi como la temperatura mas adecuada, ha llevado a nuestro grupo al estudio "in vitro"
de la viabilidad del semen refrigerado de moruecos de las razas Manchega y Merina, planteando tres
objetivos:(1) comparacién de tres diluyentes: TesT, Leche descremada y BesT; (2) estudio de la
temperatura adecuada de refrigeracion: 5°C y 15°C;(3) tiempo mdximo de conservacién de los
eyaculados sin pérdida de la calidad seminal entre recogida e inseminacién.

MATERIAL Y METODOS
Para la realizacidn de este trabajo se ha empleado el semen eyaculado de 9 moruecos adultos,
4 de raza Manchega y 5 de raza Merina, de edades comprendidas entre 5 y 7 afios, mantenidos en
régimen de semiestabulaci6n, pertenecientes al Area de Reproduccién Animal del Instituto Nacional
de Investigaciones Agrarias (CIT/INIA) de Madrid.

El semen fue recogido por el método de vagina artificial (VA), procediendose a la
contrastacién seminal de los eyaculados, valorando: volumen, motilidad masal e individual y
concentracion espermdtica. Aquellos eyaculados que no cumplieran con valores iguales o superiores
a: Volumen 0,4 ml; concentracién espermética 3.000 x 10° spz/ml; motilidad masal 4 y motilidad
individual 60%, fueron eliminados del estudio.

Tabla 1.- Especificaciones de los productos empleados y combinacién de los mismos.

ACIDO BASE COMBINACION
BES TES TRIS BES TES
grs 72,5 73 40 30,0 ml 20,0 ml
TRIS 13,2 ml 6,1 ml
pH 4,1 3,87 9,98 pH 6,86 6,97
P.O. 320 323 324 P.O. 333 314
Refer. Sigma Sigma Sigma
B-9879 1357 7-9
BES: N, N bis (2 hidroxietil)-2-elanosulfénico.

TES: N-Tris (hidroximetil)-2-aminoetanosulfonico.
TRIS: Tris-(hidroximetil)-aminometano.

Transcurridos 10 minutos de la recogida procedemos a diluir 0,2 m] de cada eyaculado en |
ml de diluyente: TesT y BesT (Dunner y Vazquez, 1991) y leche descremada (Colas, 1975), anulando
el factor individual y de raza. Los diluyentes TesT y BesT son del tipo amino-orgdnicos (Tabla 1),
frente a la leche descremada que es de tipo proteico. A continuacién realizamos una dilucién 1:4,
resultando una dilucién final 1:5 con una concentracién aproximada de 1.250 x 10° spz/ml. La
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viabilidad seminal se determina mediante la valoraci6n de porcentaje de vivos (%V); calidad de
movimiento (C.M.); normalidad acrosémica (NAR) y prueba de endésmosis (E+)a +5°Cy +15°C
en los diluyentes TesT, Leche descremada y BesT a los tiempos: Oh, 2h, 24h y 48h.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio se resumen en las tablas 2 a 5. La leche
descremada se comporta como el mejor diluyente de refrigeracién a +5° C, observdndose diferencias
significativas (p<0,01) en el %V. (Tabla 2) a las 2 y 24h. También se observan diferecias
significativas en la C.M. (Tabla 3) frente al Test (p <0,01) y al BesT (p <0,05). La refrigeracién del
semen a +15°C muestra unas mejores propiedades crioprotectoras a largo plazo del TesT y BesT
frente a la leche descremada para los pardmetros % V. y C.M., haciendose esta diferencia significativa
a las 48h.

Tabla 2.- Porcentaje de espermatozoides moéviles en los diluyentes TesT, Leche descremada y BesT,
durante 48h. a 5° y 15°C.

Oh : 2h 24h 48h
5°C 15°C 5°C 15°C 5¢C 15°C
TesT 73.3 53:0" 67,6 37,7* 48,7 32,8 42,1°
Lech.Des 68,7 59,3 63,1 46,2" 48,3 34,1 2.5
BesT 66,8 61,4° 67,5 41.2 54,2 35.8 53.5¢
Telras diferentes indican diferencias sigrificativas: a.p<0,1 b:p<0,01 c:p<0,05 d:p< 0,001

Tabla 3.- Calidad de movimiento (0-5) en los diluyentes TesT, Leche descremada y BesT durante 48h. a
5° y 15°C.

Oh 2h 24h 48h
5°C 15°C 5°C 15°C 5°C 15°C
TesT 44 3, 7% 4,00 2,3 3,0 2,0 2.8
Lech.Des 4.5 4,4 4,5w" 3,1¢ 3.0 2.4 0.34
BesT 4,3 3.7t 4,00 2,7 3,4 2.1 3.0
Teiras diferentes indican dilerencias significativas: a:p <0,1 b:p<0,01 ¢:p<0.05 d:p< 0,001

Tabla 4.- Porcentaje de espermatozoides con acrosomas normales en los diluyentes TesT, Leche
descremada y BesT.

Oh 2h 24h 48h
5°C 15°C 5°C 15°C 5°C 15°C
FresT 76,8° 65,0 61,7’ 36,8° 39,0 20,0 37.8
Lech. Des 67,1 57,8 71,5 48,2° 51.8° 28,6 33.0
BesT 77,2* 64,1 64,2 42,8 61,6 30,0 41.6

Letras diferentes tndican diferencias significativas: a:p<0,1 b:p<0,0T ¢:p<0,05 d:p< 0.007

Los valores mas altos de NAR (Tabla 4) a +5°C los encontramos en el TesT y el BesT
inicialmente. Durante el periodo de refrigeracion es el BesT el diluyente que proteje los acrosomas
de manera mas efectiva, asi como un descenso de la E+ (Tabla S) menos pronunciado (Tabla 5);
mientras que el Test va a mostrar valores NAR significativos (p <0,01) respecto a los otros dos
diluyentes. A +15°C observamos valores NAR superiores tanto con el BesT como con la leche
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descremada frente al TesT (p <0, 1) no observando diferencias entre los tres diluyentes a las 48 horas
de la refrigeracién. La pérdida de E+ que sufren los espermatzoides refrigerados a +15°C es menor
utilizando los diluyentes TesT y BesT (p <0,01) al obtenido con la leche descremada.

Tabla 5.- Porcentaje de espermatozoides que sufren endésmosis positiva en los diluyentes TesT,
Leche descremada y BesT.

Oh 2h 24h 48h
5°C 15°C 5°C 15°C 5°C 15°C
TesT 67,6 41,0%" St 42,8 53;5¢ 24,0¢ 51.8°
Lech. Des 66,3 55,2% 54,0 57.8 50,3¢ 41,8 29,6
BesT 70,7 54,8% 59,1 44,5¢ 60.5 44,14 52,6 ‘)
Letras diferentes indican diferencias significativas: a:p<0,I b:p<0,0T c:p<0.05 d:p< 0,001

Viézquez et al. (1990) obtienen porcentajes altos de motilidad utilizando leche descremada
como diluyente de refrigeracién a + 15°C durante un periodo de 24h. Resultados similares han sido
encontrados por Pintado et al. (1991) en semen de macho cabrio, acortando el tiempo de refrigeracién
con leche descremada a 2h y una temperatura de +5°C. Dunner et al. en 1991 observan en
espermatozoides de macho cabrio diluidos en TesT y BesT porcentajes similares de motilidad, NAR
y endésmosis durante 24h a +5°C y +15°C. Nuestros mejores resultados los encontramos a una
temperatura de refrigeracion de +15°C, es interesante resaltar que TesT y BesT no incorporaban
proteinas consideradas crioprotectoras, por lo que el estudio deberd ampliarse en caso de distintas
concentraciones de yema de huevo incorporadas al diluyente base. La temperatura de +5°C,
tedricamente reduce el metabolismo espermético, prolongando la viabilidad de las dosis. En nuestro
estudio, los mejores resultados se obtienen a +15°C, dado que esta temperatura no implica la adicién
de proteinas que en ningin momento se incorporaron a los diluyentes amino-orgdnicos. Las
diferencias encontradas entre ambas temperaturas, para todos los pardmetros observados, son menores
en el caso de la leche descremada y se acentian para el TesT y BesT.

CONCLUSION
Del estudio de los diluyentes TesT, leche descremada y BesT para la refrigeracién de semen
de morueco a 5 y 15°C durante 48 horas podemos llegar a concluir que la leche descremada se
comporta como el diluyente que mantiene mejor la viabilidad espermdtica durante las primeras 24h,
si bien los diluyentes TesT y BesT sirven como medios de refrigeracién alternativos y mejorantes
de la viabilidad espermitica para periodos mas largos de tiempo.
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