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INTRODUCCION

Las principales ventajas de la |IA son aquellas derivadas de la no presencia de los
machos en la fecundacién de las hembras y de la posibilidad de fragmentar cada eyaculado
en mas de una dosis seminal (Barrilet y Elsen, 1979; Maxwell, 1984). Pero los resultados de
fertilidad en ganado ovino no son tan buenos como en el bovino, ya que las caracteristicas
anatomicas del aparato genital de la oveja y especialmente del cervix (Dun, 1955; Bunch y
Ellsworth, 1981, Moré, 1984; Ali, 1987; Halbert y cols., 1990), hacen practicamente
imposible el paso del mismo por los instrumentos utilizados para la IA. A esto se une la
disminucién del transporte espermatico provocado por el tratamiento de sincronizacion
(Quinlivan y Robinson, 1969; Hawk, 1983) y el envejecimiento de los espermatozoides en el
tracto genital de la hembra (Maxwell y Salamon, 1993).

Los espermatozoides que componen un eyaculado presentan una gran
heterogeneidad funcional y estructural que se manifiesta, en una muestra seminal, por la
existencia de varias subpoblaciones espermaticas, y gracias a la cual se incrementa la
posibilidad de fecundar al ovocito. Aunque se han disefiado diversos métodos que permiten
separar espermatozoides de alta calidad, no se ha comprobado su utilidad in vivo, es decir,
en inseminacion artificial en campo. Por ello se planted la posibilidad de realizar
inseminacion artificial cervical en condiciones de campo con muestras enrigquecidas en
espermatozoides de alta calidad in vitro.

MATERIAL Y METODOS

En el presente trabajo se ha empleado semen ovino obtenido a partir de 6 moruecos
de entre 2 y 4 anos de edad, pertenecientes a la Asociacion Nacional de Ganaderos de la
raza Rasa Aragonesa (ANGRA), mantenidos en el SAEA de la Universidad de Zaragoza,
con un régimen de tres extracciones semanales, dos eyaculados por morueco, y se utilizé la
mezcla del primer y segundo eyaculado de cada macho para determinar los parametros de
fertilidad y prolificidad individual, de acuerdo al esquema de seleccion de la raza Rasa
Aragonesa seguido en ANGRA. Se han utilizado tres métodos de seleccion de
espermatozoides mediante el proceso de swim-up.

Swim-up Standard

Es el proceso puesto a punto en nuestro laboratorio por Garcia-Lopez y cols. (1996),
basado en el descrito por Alvarez para espermatozoides humanos (Alvarez y cols., 1993).
En este trabajo se utilizd el medio MS ya descrito (Garcia-Lopez, 1996) desprovisto de
CaCl, y el NaHCO; para evitar la capacitacion de los espermatozoides y aumentar asi su
supervivencia.

El proceso de swim-up se realizé partiendo de 500 pl de semen, retirando los cuatro
sobrenadantes a intervalos de 15 min, desechando el primer sobrenadante, ya que aun
contiene restos de componentes del plasma seminal, y se trabajé posteriormente con la
mezcla de los tres restantes.

Swim-up Mejorado

Se decidié variar el protocolo, con el fin de incrementar la concentracidn de
espermatozoides obtenidos, aumentando el volumen de semen utilizado, 750 pl en lugar de
500 ul, y el tiempo de incubacion (20 min) para la obtencion del primer sobrenadante siendo
el medio utilizado y el resto del proceso igual al descrito para el swim-up Standard.
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Swim-up en medio Leche-Yema

A partir de los resultados obtenidos en un trabajo de supervivencia en diferentes
medios (Marti y cols., 2003) se determin6 que el medio Leche-Yema era mas idéneo que el
MS para la conservacién de la calidad de los espermatozoides en el tiempo a 15°C, y se
puso a punto el proceso de swim-up en dicho medio, que se trata de la fraccion 1 de un
medio usado para la congelaciéon de semen ovino (Soderquist y cols., 1997). La Unica
modificacién respecto al procedimiento de swim-up Mejorado fue la reduccién del tiempo de
incubacion para la obtencion del primer sobrenadante a 10 min.

La motilidad individual progresiva se evaludé en microscopio de contraste de fases
con una platina de 37°C. La viabilidad espermética se determindé mediante la tincién con
diacetato de carboxifluoresceina y ioduro de propidio (Harrison y Vickers, 1990).

RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar se compararon los parametros de calidad espermatica del semen
completo y de las muestras obtenidas mediante swim-up (se denominaran como inicial y
swim-up, respectivamente) para comprobar si existian diferencias entre las muestras
obtenidas por los distintos procesos de swim-up. Ademas, se realizé un estudio de la
viabilidad de las dosis espermaticas en el mismo momento de realizar la inseminacion
artificial. Para ello, tras la inseminacion de las ovejas, a partir de una pajuela que habia
estado en las mismas condiciones que las que habian sido aplicadas a las hembras, se
tomaba una alicuota que se mezclaba con los dos colorantes de la tincién de viabilidad,
valorandose a la llegada al laboratorio.

No se encontraron diferencias importantes en los parametros de calidad analizados
en los tres tipos de muestra. Los valores de motlidad y viabilidad de las muestras antes y
después de los distintos procesos de swim-up no presentaron diferencias significativas entre
si, destacando unicamente un menor porcentaje de motilidad individual progresiva inicial en
los empleados para la muestra de swim-up Standard (38,8%), si bien esta diferencia no fue
significativa por el elevado valor de la desviacion standard (Tabla 1). Tampoco difirieron
significativamente los valores de viabilidad en el momento de la inseminacién entre los tres
tipos de muestras (Tabla 1).

Sin embargo, las diferencias entre los valores de la concentracion obtenida tras la
seleccion si fueron altamente significativas (P<0,0001), con cerca de 2 x 10°
espermatozoides/m! en el swim-up Standard, aproximadamente el doble, 4 x 10°
espermatozoides/ml, en el swim-up Mejorado, y llegando casi a 8 x 10° espermatozoides/ml
en el swim-up del MLY (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros de calidad seminal de las muestras obtenidas mediante los
distintos procesos de swim-up. Valores expresados como porcentaje medio + DS. a-b, a-
¢, b-c: P<0,0001 (nimero de muestras).

Muestra —[ Standard (48) | Mejorado (15) MLY (40)
[Esperm/mlI] Inicial 3,14 x10°+ 1,38 3,28 x 10° £ 0,64 3,71x10°£0,73
Mot. Inicial 38,80 + 20,72 58 + 14 60,66 + 6,87
Viab. Inicial 75,16 + 8,02 L 62,55 + 9,26 59,94 + 4,99
[Esperm/ml] Sw-up | 2,14 x10°+0,93° 411x10°£0,74° | 7.61x10%+144°
Mot. Sw-up 61,76 £ 17,93 69+ 13 82,64 + 4,86
Viab. Sw-up 73,54 + 8,64 71673 77,25 + 4,69

[ Viab. L.A. 73,05 £ 10,04 6119 69,19+ 7,19

Los datos de fertilidad que se presentan (facilitados por ANGRA) proceden de la
inseminacién artificial de un namero total de 369 ovejas. El andlisis de los parametros
reproductivos reveld importantes diferencias, siendo las muestras obtenidas mediante el
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proceso de swim-up MLY las que presentaron los mejores valores de fertilidad, con un
25,91%, frente al 21,78% con las del swim-up Mejorado, y el 17,92% con el swim-up
Standard (Tabla 2), lo que indica que el proceso de swim-up MLY permite obtener muestras
que tienen mayor capacidad fecundante que las del Mejorado y Standard.

El analisis de los resultados obtenidos con los tres tipos de swim-up agrupados por
sementales mostraron que, a pesar de no apreciar variacién importante en los parametros
de calidad seminal, los resultados reproductivos fueron muy diferentes. Con las muestras
obtenidas por el proceso de swim-up Standard, los valores de fertilidad oscilaron
aproximadamente entre un 9 y un 32%, variando del 0% al 50% en el proceso de swim-up
Mejorado y entre el 12,5% y el 40% en el proceso de swim-up MLY.

Tabla 2. [ndices reproductivos obtenidos con las dosis seleccionadas mediante los
distintos procesos swim-up en las inseminaciones con un intervalo parto-inseminacion
igual o inferior a 100 dias.

Muestra Standard Mejorado MLY
N° Hembras 131 71 167
N° Partos 25 17 46
N° Crias 34 25 76
Fertilidad 19,08% 23,94% 27,54%
Prolificidad 1,36 1,47 1,65
Fecundidad 25,95% 35,21% 45,51%

Los resultados desglosados por semental indican que las mejoras observadas en los
resultados globales por tipo de swim-up, que se obtenian con el swim-up Mejorado respecto
al Standard y del swim-up con MLY respecto al Mejorado, no son debidas a mejoras
puntuales en un individuo sino a un aumento de los distintos parametros reproductivos en la
mayoria de los sementales.
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