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1. RESUMEN/SUMARY

La problematica ambiental, y mas concretamente el uso masivo de plasticos, es una cuestion que se extiende a todos los ambitos. El reciclaje de este
material no supone una solucién, y por lo tanto lo conveniente es reducir su uso o emplear alternativas biodegradables. En la reproduccién equina se

emplean muchos plasticos de un solo uso, desde los envases de recogida seminal hasta los catéteres de inseminacion.

En este trabajo se plantea el uso de pajitas biodegradables de hueso de aguacate para sustituir las pajuelas tradicionales de plastico. Para ello se han
estudiado dos tipos de sellado térmico junto con filtros de tabaco de celulosa biodegradable o agar. Estos dos métodos no han presentado diferencias
significativas respecto a la calidad de la muestra y han mostrado un resultado favorable respecto al almacenaje de la dosis. No se han observado
pérdidas de volumen tras mantener las muestras 72 horas en refrigeracién (5°C). También se ha valorado la adicion de un 20% de calostro de yegua
al diluyente para determinar su efecto de este sobre las dosis seminales. Los resultados de calidad seminal de las muestras diluidas con calostro han
sido negativos frente a las muestras sin calostro. Igualmente, se ha realizado un control microbioldgico sobre las muestras seminales que no ha
mostrado diferencias significativas ante el uso de boquilla y agar en el sellado; sin embargo, las muestras con calostro han tenido mas crecimiento de

microorganismos aerobios.

ABSTRACT

The environmental problem, and more specifically the massive use of plastics, is an issue that extends to all areas. Recycling this material is not a
solution, and therefore it is advisable to reduce the use of plastics or use biodegradable alternatives. Many single-use plastics are used in equine
reproduction, from semen collection containers to insemination catheters. In this work, the use of biodegradable avocado pit straws is proposed to
replace traditional plastic straws. To this end, two types of heat sealing with biodegradable cellulose tobacco filters or agar have been studied. These
two methods have not presented significant differences regarding the quality of the sample and have shown a favorable result regarding the storage
of the dose. No volume losses have been observed after keeping the samples refrigerated for 72 hours (5°C). A 20% mare colostrum solution has also
been added to extender to assess its effect on the dose. The semen quality results of the samples diluted with colostrum have been negative compared
to the samples without colostrum. Likewise, a microbiological control has been carried out on the seminal samples that has not shown significant

differences with the use of tobacco filter or agar; however, the samples with colostrum have suffered-more growth of aerobic microorganisms.
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2. INTRODUCCION

Cuando se piensa en la reproduccién asistida, lo primero en lo que se considera como veterinarios son asuntos relacionados con la calidad seminal,
los crioprotectores a emplear, la inseminacidn artificial o el momento del ciclo en que se encuentra la yegua. Sin embargo, hay una cuestidn que,
aungue no sea esencial para estos procesos, toma cada vez mds relevancia en el contexto global de la problematica medioambiental, mas

especificamente, el uso de plastico que conllevan estas biotecnologias reproductivas.

Durante el desarrollo de técnicas cientifico-sanitarias se emplean incalculables cantidades de plasticos de un solo uso. No obstante, resulta imposible
prescindir de ellos puesto que estos ofrecen propiedades que a otros materiales les cuesta ofrecer, como por ejemplo la flexibilidad, la transparencia,
la biocompatibilidad, la facilidad de limpieza y desinfeccion, la resistencia, la ligereza, la asequibilidad econémica... Por todo ello resulta complicado
plantearse un mundo sin plastico. Sin embargo, esto implica proponer alternativas y una correcta gestion de residuos para evitar la contaminacién
medioambiental de la que este material es, en mayor medida, responsable. Actualmente, 8 millones de toneladas de plastico son arrojadas al mar por

afio, teniendo éstas un impacto devastador sobre la fauna y la flora e, indirectamente, sobre el ser humano.
En este trabajo se van a ofrecer alternativas al uso de plasticos en el ambito de la inseminacidn artificial en la especie equina.
2.1 Los plasticos que nos rodean

La problematica del uso masivo de plasticos es ampliamente conocida; ante esto, el reciclaje de este material se presenta como un rayo de esperanza

y una solucidn para acabar con las toneladas de residuos que se desechan diariamente.

El plastico obtenido del reciclaje es mas barato en comparacién con la materia prima, puesto que se necesita menor gasto energético para su
produccidn. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el porcentaje de plastico que no puede reciclarse es muy alto, debido a que muchos estan
mezclados con otros residuos (resinas, aluminio y pegamentos), y a otras cuestiones que impiden su reutilizacion. Aun asi, la cantidad de residuos
deberia quedar reducida en mayor medida (d’Ambrieres, 2019) y la realidad es que no es asi. Tan solo el 9% de los residuos plasticos se recicla, el 50%
acaba en vertederos, el 19% se incinera y el 22% evade los sistemas de gestion y termina en entornos no controlados (Retema, 2022). Esto es debido

a diversas cuestiones (Syberg, 2022):

— El plastico debe separarse para reciclarse. Esto encarece el proceso.

— El plastico reciclado suele tener peores propiedades que el virgen porque éste se ha degradado durante su uso y reacondicionamiento.
— Hay productos muy dificiles de reciclar ya que debido a su pequefio tamafio no resulta rentable seleccionarlos y reciclarlos.

— El disefio y color de determinados envases reducen el mercado de reciclado.

— Las caracteristicas del plastico reciclado son variables, es dificil garantizar un producto de aspecto uniforme.

Por ello las multinacionales prefieren no usar materiales reciclados, a excepcidn de pequeiios porcentajes de envases que poseen poco valor en

comparacién al mercado en general (Arandes et al., 2005).

Existen varias formas de clasificar los tipos de plasticos. El cddigo de identificacidn de resinas (RIC), emplea un tridngulo con tres flechas y un nimero
del 1 al 7, conocido como tridngulo de Mébius. Esto identifica el material con el que estd elaborado el envase, asi como la posibilidad de ser reciclado

para nuevos productos. Segun la facilidad de reciclaje (cédigo de reciclaje) se ordenan de mayor a menor grado de reciclabilidad en:
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Grado 1. Los PET (Tereftalato de polietileno) o PETE (Polietileno de alta densidad) se usan sobre todo para la fabricacién de botellas, paquetes de
comida y tros usos farmacéuticos. Las caracteristicas principales de este tipo de plastico son su seguridad, manejabilidad, ligereza, transparencia y
fortaleza (Cobos, 2016). Aunque actualmente su inocuidad estd siendo motivo de debate, sigue considerandose uno de los materiales mas seguros
(Feron, 1994). Una de sus propiedades mds destacables es la facilidad de reciclaje, siendo ésta considerada la mayor dentro de los distintos tipos de
plasticos. El reciclaje de este material puede realizarse en mas de una ocasion (segun las indicaciones de cada producto) y permite ahorrar el 84% de

la energia necesaria para su fabricacion por cada kilogramo de PET (Cobos, 2016).

Grado 2. El HDPE (Polietileno de alta densidad) se utiliza para la fabricacién de envases no transparentes como botellas de leche y aceites de motor.
Dentro de sus particularidades estdn no solo la rigidez y la alta resistencia fisica, sino también ante agentes quimicos como acidos y disolventes (Zou

et al., 2004). El polietileno de alta densidad reciclado (rHDPE) reduce hasta un 88% la huella de carbono frente al material virgen (IDE, 2022).

Grado 3. PVC (Policloruro de vinilo), usado en la fabricacidn de tarjetas de crédito, tuberias, pieles sintéticas y elementos de construccién (Hidalgo,

1997).

Grado 4. LDPE (Polietileno de baja densidad), empleado en la fabricacién de botellas flexibles, filmes adhesivos, bolsas de la compra y aislamiento de

cableado.
Grado 5. PP (Polipropileno), usado en la confeccion de tapones, tupperwares, piezas de automoviles y jeringuillas (Willett, 1994).

Grado 6. PS (poliestireno), empleado para fabricar vasos para bebidas calientes, envases de yogur, cubiertos de plastico y bandejas de comida. El

principal inconveniente de éste es que al ser reciclado libera estirenos, posible carcinégeno humano.

Grado 7. Dentro de este grupo se engloban varios tipos de pldsticos que se consideran no reciclables. Suelen ser mezclas de los mencionados con
anterioridad o por sus caracteristicas tecnoldgicas resulta imposible reciclarlos. Los mas representativos del grupo son el policarbonato y el ABS

(Acrilonitrilo Butadieno Estireno).

A pesar de la posibilidad (real o irreal) del reciclaje de los plasticos, cada vez resulta mas evidente que debe disminuirse el uso de éstos y encontrarles
alternativas ecoldgicas. Pero hoy por hoy, tanto los plasticos como los micro y nanopldsticos siguen estando presentes en nuestro mundo, ya que

ademas la contaminacion que suponen esta afectando a la salud humana y de los animales de casi todos los ecosistemas.

La diferencia entre microplasticos y nanoplasticos radica en su tamafio: los nanoplasticos oscilan entre 0,001 y 0,1um y los microplasticos varian entre
0,1 y 100um. Estos, a su vez, se diferencian entre primarios (producidos originalmente con ese tamafio) y secundarios (fragmentacién de desechos
plasticos en el medio ambiente). Los primarios suponen entre el 15% y 30% de los microplasticos presentes en los océanos. Los microplasticos
secundarios se encuentran en el medio ambiente por la degradacion de objetos de naturaleza plastica de gran tamano como bolsas de plastico,

botellas...Estos suponen entre el 69% y 81% de los microplasticos que se encuentran en los océanos (AESAN 2021).
2.2 Efectos de los plasticos sobre el medio ambiente y la salud

Los rios y la lluvia facilitan el transporte de los residuos plasticos hacia los océanos. En la superficie del agua estos plasticos se agregan entre ellos, se
hunden y son ingeridos por organismos (Hale et al., 2020). Habitualmente el destino final de estos residuos es el lecho marino. La cantidad de estos

materiales aumenta conforme el tamafio de estos disminuye, asi como la capacidad de que otros organismos los ingieran.



Alternativas sostenibles en inseminacion artificial de équidos | Marina Amela

La inclusion en la dieta de pescado y marisco que ha consumido estos nanoplasticos es la principal ruta de acceso al humano de estos materiales. La
ingesta de pescado eviscerado no previene de los efectos adversos de los microplasticos y nanopldsticos, puesto que los aditivos y contaminantes
nocivos quedan vehiculizados a través de la carne. El marisco, sin embargo, suele consumirse entero y por lo tanto también los residuos plasticos

(Mercogliano et al., 2020).

En entornos acuaticos los microplasticos se recubren de sustancias orgdnicas tales como microorganismos, algas e invertebrados (Zettler et al., 2013).
Esto permite la formacién de biofilms, los cuales en si mismos no suponen ningln problema. Sin embargo, esta formacién les confiere a los
microorganismos proteccién ademads de facilidad de nutricion, incrementando la supervivencia y multiplicacidon de éstos (Watnick et al., 2000). Es
habitual que la composicidn de microorganismos en los biofilms de los micropldsticos difiera de los microorganismos presentes en el agua circundante
(Zettler, 2013). Por ello son propicios a desarrollar un desequilibrio en las comunidades acuaticas. Estos contaminantes pueden servir como vector de
microorganismos patégenos como las bacterias del género Vibro, las cuales crecen sin complicacidén en la superficie de los microplasticos (Crawford
etal., 2017), lo mismo que cepas virulentas de E. Coli (Silva, 2019) y del género Pseudomonas. Estos microorganismos no podrian haberse diseminado
independientemente de otra forma (Silva, 2019). Por otra parte, hay estudios que teorizan sobre la posibilidad de que exista una transferencia
horizontal de genes entre bacterias distintas que conviven en un mismo biofilm y que promueva la transferencia de la resistencia a los antibidticos

(Costerton et al., 1995).

Los microplasticos ademas pueden estar contaminados por una serie de elementos: PCB’s (bifenilos policlorados) compuestos organoclorados,
hidrocarburos poliaromaticos, insecticidas DDT (dicloro difenil tricloroetano) y HCH (Hexaclorociclohexano), metales pesados (cobre, arsénico,

cadmio) y antibidticos (Mammo et al., 2020).

Aungque en el mar la concentracion de aditivos liberados por los microplasticos es en proporcidn baja, existe una bioacumulacion en la cadena tréfica

que puede suponer un riesgo para la salud humana y animal. Estudios como Review of the toxic effect of microplastics on terrestrial and aquatic plants

(Geetal., 2021), aseguran que los microplasticos tienen un efecto nocivo sobre las plantas acuaticas afectando principalmente a la semilla y al rizoma.

Y no sdlo existen aspectos toxicos, estan también presentes aspectos fisicos que conllevan una problematica propia. Los dafos fisicos producidos en
grandes animales, en este caso por macropldasticos, son abrasiones externas e internas, como Ulceras y bloqueo del aparato intestinal que pueden
causar la inanicién y otras repercusiones fisicas. Eso puede afectar a las costumbres reproductivas y a la alimentacién de estos animales (Gregory,
2009). Los mismos efectos pueden aparecer en organismos de menor tamafio incluyendo invertebrados (Franeker, 2011). Hay que valorar, ademas,
que los microplasticos tienen la capacidad de acumularse en el organismo, tal como asegura el estudio The physical impacts of microplastics on marine
organisms, donde se comprobd que tras una ingesta de 20ug de microesferas de plastico, éstas persistieron en el tubo digestivo durante 48 horas. En
el 2016, la EFSA (Autoridad Europea de salud alimentaria) concluyé en una “Declaracidn sobre la presencia de microplasticos y de nanoplasticos en
los alimentos, con especial énfasis en los productos del mar” que la presencia de microplasticos y nanoplasticos en los alimentos no suponian un riesgo
muy elevado para la salud humana debido a su baja exposicién. Sin embargo, en el informe se declara que es necesario desarrollar mejores métodos
analiticos para evaluar y cuantificar la presencia de plasticos en los alimentos, asi como conocer la exposicion real de los consumidores. Hoy en dia no
existe ninguna legislacién que regule la presencia de microplasticos y nanoplasticos como contaminantes en los alimentos. Sin embargo, existen

métodos para identificacidn y cuantificacidon de microplasticos en los mismos (AESAN, Agencia Espaiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion, 2023).
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Existen numerosos estudios que relacionan la presencia de micropldsticos y nanoplasticos con el mal funcionamiento de drganos reproductivos en
mamiferos. Esto se relaciona con una induccidn de toxicidad reproductiva producida por estrés oxidativo, asi como la activacién de las vias de
sefializacion de p38 MAPK (Xie et al., 2020). El estrés oxidativo se produce porque se incrementan las citoquinas proinflamatorias, que son moléculas
de seiializacién celular (secretadas por células inmunitarias como las células T colaboradoras y los macréfagos) y que promueven la inflamacion (Filella
et al., 2002). Los espermatozoides son susceptibles al estrés oxidativo debido al alto contenido en acidos grasos poliinsaturados de su membrana,
ademds de disponer de poco contenido de citoplasma, lo cual limita la cantidad de enzimas antioxidantes. Esto induce a la alteraciéon de su membrana,

asi como a la fragmentacion de su ADN en los genomas nucleares y mitocondriales (Paparella et al., 2015).
2.3 Alternativas al uso de plastico

Descritos todos los problemas que el uso de pldsticos provoca, queda patente la necesidad de establecer alternativas al uso de éstos. Los biopolimeros
serian una opcion a plantear, puesto que tienen origen bioldgico (no petroquimico) y una vez cumplida su funcidn, pueden descomponerse en
subproductos naturales que no dafian el medio ambiente. Estos materiales pueden tener diferente origen y funcion, pero deben cumplir un requisito

esencial: ser estables y duraderos mientras dure su vida util (Vroman et al., 2009).

Los agropolimeros pueden componerse a base de almidones o de proteinas animales (Bastioli et al., 2005). Estos materiales pueden sustituir al plastico
en muchos ambitos como por ejemplo el de los envases alimenticios, puesto que son seguros y cémodos. Sin embargo, su eficacia en el ambito
sanitario no esta probada. El pldstico biodegradable a base de almiddn es un material muy semejante al plastico tradicional tanto en resistencia como

en aspecto. El almidén puede obtenerse a partir de patata, maiz o hueso de aguacate.

Para la fabricacion de materiales, los principales polisacaridos de interés son la celulosa y el almiddn, pero se estd prestando cada vez mds atencién a
los polimeros de carbohidratos mds complejos producidos por bacterias y hongos, especialmente a polisacdridos como xantano, curdlan, pululano y
acido hialurénico. Otros biopolimeros empleados en embalajes biodegradables son los hidrocoloides, lipidos y peliculas de colageno (Villada et al.

2007). Algunos de los biopolimeros mas utilizados son los siguientes:

Almidon: es un polimero que se encuentra ampliamente en las plantas. Los principales cultivos utilizados para su produccidn son la patata, el maizy
el arroz. Las peliculas de almiddn poseen baja permeabilidad y, por lo tanto, son materiales atractivos para el envasado de alimentos. Al entrar en

contacto con los microorganismos del suelo, se degrada de forma no nociva (Chandra y Rustgi., 1998).

Otra fuente de obtencién de almiddn es el hueso de aguacate. El biopolimero a base de hueso de aguacate resulta interesante no sélo porque
aprovecha los desechos que de otra forma se hubiesen eliminado, también podria resultar beneficioso en cuanto a la conservacion del semen. Hay
estudios que demuestran que el uso de extracto de semilla de aguacate adicionado a diferentes diluyentes seminales mejora la motilidad espermatica
progresiva hasta en un 20% respecto al método tradicional. Por otra parte, los hallazgos indican que el extracto de aguacate mejora el indice de estrés
oxidativo y espermadtico (Olamitibo et al., 2016). Ademas de inhibir la oxidacién proteica y lipidica, el aguacate tiene actividad antimicrobiana

(Rodriguez, 2011).

Celulosa: es el polimero mds abundante y se considera una fuente casi inagotable de materia prima (Cao et al., 2009). Aunque la biodegradacién de
la celulosa es complicada debido a su coexistencia con la lignina, la celulosa pura es degradada por una amplia variedad de microorganismos (Chandra

y Rustgi., 1998). Actualmente se estan usando filtros de tabaco de este material para que las colillas sean biodegradables.
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Fibras: las fibras naturales de origen vegetal son de naturaleza lignoceluldsica y estdn compuestas de celulosa, hemicelulosas, lignina, pectina y
sustancias cerosas (Kabir et al., 2012). Estas se obtienen principalmente de tallos, hojas, semillas, madera y paja de cereales. En la mayoria de los casos
son totalmente insolubles e hidrofébicas. Ese material tiene diversas aplicaciones, como por ejemplo la fabricacién de materiales para la construccion,
aislamiento, alimentacion animal, elaboracion de cosméticos (Sanjay et al., 2016) y aplicaciones médicas como microtubos biodegradables para la

reparacion de vasos sanguineos (Abbas y Jeon 2020). Actualmente se estan empleando fibras naturales como la paja para fabricar pajitas de bebida.

En la actualidad se estd estudiando el uso de capsulas biodegradables para la criopreservacion de semen de pescado, de hecho los espermatozoides
criopreservados en dichas capsulas han mostrado una alta capacidad fecundante, por lo que podrian ser una alternativa a las pajuelas plasticas

tradicionales para la criopreservacion de esperma (De Souza et al., 2023).
2.4 Inseminacion artificial en la yegua

La inseminacidn artificial (IA) es una practica antigua, con sus origenes en el afio 1780 cuando Lazzaro Spallanzani planted la técnica de inseminacién
en perras. A finales del siglo XIX se establecieron los primeros programas de IA en équidos, tomando mucha mas relevancia al terminar la segunda

guerra mundial (Aurich, 2012).

En los ultimos afios la IA en équidos se ha establecido como una de las practicas mas ampliamente extendidas debido a la necesidad de inseminar

yeguas con material genético de razas especificas. El porcentaje mundial de potros nacidos como resultado de la inseminacién con semen refrigerado

o congelado es de aproximadamente el 90% (Nath et al., 2010); sin embargo, en Europa es sélo del 45% (Kowalczyk et al., 2019). Esta discordancia de
datos es debida a que se sigue considerando que la monta natural es mas efectiva que la IA. Sin embargo, hay muchos factores que alteran los
resultados en cuanto a las tasas de prefez de las yeguas. Primordialmente, muchas de las muestras seminales utilizadas en la IA son de mala calidad.
Es necesario la aplicacién de técnicas de valoracién seminal para evaluar objetivamente la fertilidad de un semental antes de que se emplee como
reproductor (Battut et al., 2016). Esto sumado a problemas en el envasado o el transporte, puede derivar en bajas tasas de natalidad. Sin embargo,

esta técnica es rentable no sélo para el ganadero que vende las pajuelas, sino también para el cliente.

Las estadisticas muestran que en Europa el uso de semen refrigerado ha aumentado en yeguas de deporte, mientras que en yeguas reproductoras ha
sido el uso de semen congelado (Kowalczyk et al., 2019). En Espafia la IA es una practica cada vez mas aceptada por los ganaderos (Rodriguez 2009).
En el mundo equino es comun la adquisicion de material genético de localizaciones lejanas a la yegua, lo que permite la implementaciéon de caracteres
a la descendencia que de otra forma no seria posible, puesto que resulta inviable el traslado de los animales en el mismo espacio temporal (Giraldo
et al., 2022). Ademas de que es mas econdmico, esto evita el contacto entre el macho y la hembray, a su vez, previene accidentes fisicos y contagio

de patologias (Rodriguez, 2009).

La mayoria de los materiales necesarios para llevar a cabo la IA en yeguas, desde el momento de la recogida seminal hasta la propia inseminacién,
conllevan el uso de plastico: vagina artificial, recipiente para la recogida de semen, catéter de inseminacion, envases de envio de dosis, guantes de
exploracién y las pajuelas con las dosis seminales, ademas de otros materiales que se puedan utilizar para preparar a la yegua y al propio semental.
Existen varias alternativas “ecofriendly” para algunos de los materiales empleados en la IA. La empresa Magapor ha elaborado catéteres de
inseminacién porcina cuya sonda es biodegradable. IMV Technologies dispone en su catadlogo de guantes de palpacién biodegradables (Green Air). Sin

embargo, no hay ninguna alternativa biodegradable para las pajuelas de inseminacion.
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2.5 Obtencion de muestras seminales y contrastaciéon seminal

Las muestras seminales se pueden obtener tanto de animales que han tenido que ser sacrificados o han fallecido, mediante el lavado de sus

epididimos, o bien de eyaculados de animales vivos que han sido entrenados para la recogida seminal.

En el caso de la recogida seminal, toma especial relevancia la higiene del manipulador a la hora de recolectar el semen. Debe llevarse ropa y calzados
adecuados y debe tenerse en cuenta la higiene del equipo de recogida. Las estrategias de higiene estricta durante la recogida de semen reducen la
contaminacién bacteriana del eyaculado (Morrell, 2014). El lavado del pene antes de la recoleccién del semen vy la eliminacién del plasma seminal por

filtracion son efectivos para reducir la contaminacidn bacteriana y preserva la calidad del semen (Ramires et al., 2015).

Antes de su utilizacidon, una muestra seminal debe de ser contrastada para determinar si su calidad es apropiada previamente a su utilizacién. Para
valorar la misma es necesario emplear una serie de pardmetros que tengan en cuenta la funcionalidad e integridad de los espermatozoides. La
contrastacién seminal cldsica incluye pruebas tanto macroscdpicas: volumen, aspecto, color, viscosidad y pH, como microscdpicas: valoracién de la

motilidad (total y progresiva), concentracién, vitalidad, presencia de morfoanomalias o integridad de la membrana espermatica (Tabla 1).

Tabla 1: Valores medios de los parametros seminales (Buzén 2013)

pH 7.2-7.4
Volumen total (mL) 60-120
Volumen libre de gel (mL) 30-100
Concentracién (Espermatozoides/mL) 50-150x10°
Morfologia normal 15-66%
Vitalidad 9-65%
Motilidad progresiva 9-68%
Motilidad total 15-53%

La motilidad de los espermatozoides es, sin embargo, la base de la evaluacion rutinaria. Esta se determina usando un microscopio éptico y estima el
porcentaje de células en movimiento (Love et al., 2003). Hay diversos factores intrinsecos y extrinsecos que pueden afectar al movimiento de los
espermatozoides. Ejemplo de lo primero lo constituyen la raza y determinadas alteraciones testiculares o prostaticas. Entre los factores extrinsecos
se encuentran la frecuencia de recogida, el tiempo transcurrido entre el analisis y la recogida, la temperatura y los componentes del diluyente. La
repetitividad de las evaluaciones del movimiento espermatico es mayor cuando se usa semen diluido en lugar de semen fresco y, por lo tanto, resulta

favorable realizar estimaciones una vez diluida la muestra (Restrepo et al., 2013).

Es importante conocer la concentracion espermatica, no solo para valorar la capacidad fecundante, sino también para definir la tasa de diluciény, por
tanto, la cantidad de espermatozoides necesarios para la inseminacion artificial. Esta, al igual que otros parametros, también tiene una gran
variabilidad respecto a individuos de la misma especie. Factores como el tamafo de los testiculos, método de recogida, edad o raza del semental,

influyen sobre este parametro (Dowsett y Knott, 1996).

El semen promedio presenta aproximadamente un 50% de morfologia normal en sus espermatozoides, pero esto varia segin la temporada
reproductiva. Es importante que no haya mucha cantidad de gotas citoplasmaticas, que son remanentes del citoplasma que quedan adheridos al

espermatozoide después de la espermatogénesis, puesto que ello indica que el semental tiene problemas al madurar los espermatozoides (Amann et
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al., 1993) o se esta haciendo un uso excesivo del mismo en cuanto al ritmo de recogida seminal, lo que impide que complete el ciclo de maduracion

espermatica.

Aun asi, la fertilidad depende de otros factores ajenos a la calidad seminal, puesto que los parametros evaluados en un andlisis convencional tienen

sus limitaciones en cuanto a la obtencién de gestaciones a término (Giraldo et al., 2022).
2.6 Preservacion espermatica

Para el traslado de las dosis seminales de un lugar a otro es preciso criopreservar las muestras seminales, y para ello, en funcidn del tiempo que
transcurre desde la preparacién de la muestra hasta su uso, se dispone de dos sistemas. Para tiempos de conservacion elevados, esta indicada la
congelacién, que implica el almacenamiento de las muestras seminales a una temperatura de -196°C, bien en LN, (nitrégeno liquido) o en nitrégeno
seco, de cara al envio al comprador. Para tiempos de conservacién menores se emplea la refrigeracion a 4 °C, durante un maximo de tres dias. Estos
procesos, junto con la adquisicion del semen y su posterior distribucion, deben llevarse a cabo en Centros Autorizados, los cuales deben seguir una

serie de requisitos impuestos por el Gobierno y plasmados en el Real Decreto 841/2011.

Sin la criopreservacién es imposible plantear la IA; no obstante, es una técnica que no esta exenta de producir dafios sobre los espermatozoides. Las
bajas temperaturas pueden afectar negativamente a la capacidad fecundante de un eyaculado. A partir de los 14°C la membrana sufre alteraciones
(Alemdn et. al., 2006). Se ha demostrado que la criopreservacién induce la liberaciéon de especies reactivas al oxigeno (EROs) que afectan a la
estabilidad de la membrana, a la integridad de los receptores de la membrana y al ADN nuclear de la membrana (Grialdo et al.,2022). Estos dafios
conducen principalmente a la pérdida de la motilidad, la funcionalidad de la membrana plasmatica y la integridad del acrosoma de los espermatozoides
(Watson, 2000). Gran parte de estos efectos perjudiciales ocurren al principio y al final de los protocolos, cuando se agregan y eliminan agentes
crioprotectores (Johnson et al., 2000), pero también puede ocurrir durante la congelacién y descongelacién a velocidades de enfriamiento y
calentamiento lentas a moderadas. En la congelacidn, la supervivencia de las células se reduce si la velocidad de enfriamiento utilizada es subdptima.
Si las células se enfrian demasiado rapido, el agua intracelular se congelard y se formardn cristales de hielo intracelulares. Sin embargo, si los
espermatozoides se enfrian lentamente, se produce una deshidratacién celular excesiva, lo que provoca dafos irreversibles en los compartimentos
celulares (Moore et al., 2006). Aunque la probabilidad de sobrevivir después de la descongelacidn varia de una especie a otra e incluso de un espécimen
a otro, los métodos actuales solo protegen alrededor del 50 % de los espermatozoides de la criolesion (Sharafi et al., 2022). Para tratar de minimizar
estos dafios se utilizan diluyentes que garantizan la calidad seminal durante todo el proceso, ademas de aumentar el volumen del eyaculado (Valencia,

2006).

La funcién principal de los diluyentes es mantener la célula espermatica viable y lo mejor posible durante un periodo de tiempo determinado. En
general, las principales funciones de los diluyentes son: proporcionar energia, neutralizar los residuos metabdlicos, mantener el equilibrio osmético y
estabilizar las membranas de los espermatozoides (Cuenca y Avellaneda, 2017). Los principales componentes de los diluyentes son: glucosa, tampones

como HEPES y MOPS, sales de iones inorganicos y antibidticos.

Durante la preparacion de la muestra suele afiadirse antibidticos a los diluyentes con el objetivo de retrasar o eliminar el crecimiento bacteriano. Se
ha demostrado que la combinacidn de penicilina potasica con sulfato de amicacina mantiene el mayor nivel de motilidad, ademas de cubrir un amplio
espectro de actividad antimicrobiana. Aun asi, el efecto del antibidtico sobre el eyaculado va a depender también de la flora bacteriana presente en

la muestra (Brinsko et al.,2000a). La adicion de antibidticos puede afectar negativamente a la motilidad espermatica (Restrepo,2013).
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2.7 Envases y sistemas de sellado alternativos a las pajuelas tradicionales

Actualmente, las pajuelas de conservacion seminal estan fabricadas con plastico PETG, que es una combinacién entre PET y glicol mediante un proceso
de glicolizacion. Esto proporciona al material modificado mas estabilidad térmica y resistencia (Latko-Duralek et al., 2019). Aunque este material

puede reciclarse, el uso de materiales biodegradables es mas positivo para el medioambiente.

El sellado de las pajuelas de IA se efectta con el objetivo de evitar la pérdida del contenido de éstas, ademas de propiciar un ambiente lo mas higiénico
posible para la muestra. Esta maniobra puede realizarse de forma automatizada mediante envasadoras y selladoras, que emplean el ultrasonido para
garantizar un sellado uniforme y seguro. Esta técnica utiliza calor que sélo va a generarse en los materiales que se van a unir. En los sistemas manuales
o semi-automaticos se emplean bolas de cristal o de metal. Otra forma de sellado manual es el polvo de sellado, compuesto principalmente por
polivinilo. El otro extremo de la pajuela, el que estd presente previamente a su llenado, suele encontrarse sellado mediante una combinacién de un

trenzado de algoddn y polvo sellador.

Para el método de sellado propuesto en este trabajo se ha usado agar y filtros de tabaco biodegradables. Estos ultimos estan fabricados principalmente
de celulosa extraida de subproductos de la fabricacion del papel. Los filtros empleados para la IA en caballos también estan hechos de ese material,
por lo que se presupone que no van a suponer un riesgo para la calidad seminal. Derivados de la celulosa, como la metilcelulosa, se han utilizado como
crioprotectores con resultados positivos (Phillips et al., 1996). Sin embargo, se debe evaluar esta hipétesis y comparar los resultados con otros
materiales, como puede ser el agar. Los envases que se usan en este trabajo como alternativa a las pajuelas de pldstico tradicional son pajitas de hueso
de aguacate. También se ha adicionado calostro, que es la primera leche producida por la glandula mamaria y que ofrece varios beneficios, como son
su mayor cantidad de inmunoglobulinas y de otras sustancias, como lisozimas, lactoferrinas, oligosacaridos con funciones antibidticas,

antiinflamatorias y antioxidantes (Alvarez et al., 2020), para valorar su efecto sobre las muestras seminales en este tipo de pajuelas biodegradables.

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Actualmente la crisis climatica esta a la orden del dia. Si bien el reciclaje se presenta como una solucidn definitiva al uso indiscriminado de plastico, se
ha demostrado que éste no es eficaz y que por lo tanto resulta conveniente plantearse el empleo de alternativas mas ecoldgicas. El uso de materiales
biodegradables podria suponer un punto final a la gran mayoria de contaminacidon ambiental que se acumula en océanos y rios, y, por lo tanto, de los
efectos indeseables de este material en el medioambiente. La gran cantidad de plastico utilizado en la inseminacidn artificial en la especie equina

podria quedar reducido mediante el uso de otros materiales biodegradables.

Es por ello por lo que el objetivo de este trabajo es ofrecer alternativas al uso de pldstico en el almacenamiento de semen equino garantizando un

resultado éptimo.



Alternativas sostenibles en inseminacion artificial de équidos | Marina Amela

4. MATERIAL Y METODO

4.1 MATERIALES
4.1.1. Material bioldgico

Se utilizaron 18 dosis seminales refrigeradas de caballos ubicados en el Centro Militar de Cria Caballar de Zaragoza.
Fueron caballos de raza Hispano-Bretdn, PRE (Pura Raza Espafiol) y PRA (Pura Raza Arabe), de 10 afios y con fertilidad

espermatica probada.

Los eyaculados se obtuvieron mediante vagina artificial y una vez evaluada su calidad mediante el sistema
computarizado ISAS Proiser (Valencia, Espafia) se procedié a preparar las dosis con el diluyente EquiPlus® sin
antibioticos, en una dilucidn 1:1. Seguidamente, en una jeringuilla de 20 ml, se envasaron las muestras para su

traslado al laboratorio en una caja de refrigeracién (Figura 1).

El calostro utilizado fue obtenido de yeguas recién paridas en el periodo comprendido en las primeras 6 horas y con

Figura 1: Dosis seminales

una calidad de 262 Brix.
4.1.2. Material laboratorial

El trabajo se llevd a cabo en los laboratorios de la Unidad de Reproduccién y Obstetricia del Departamento de Patologia Animal de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, que cuentan con todo el material inventariable y fungible necesario en un laboratorio de tecnologia seminal.
El agar empleado fue suministrado por Sigma-Aldrich (S.A. Quimica Madrid, Espafia), y el diluyente de refrigeracién fue EquiPlus® (Minitube, Espaiia).
Para el control microbioldgico se emplearon kits de 3M Placas Petrifilm® (3M, Barcelona, Espafia) para el recuento de aerobios y el recuento de

enterobacterias (Figura 2).

Figura 2: Diluyente EquiPlus y Placas Petrifilm® AC y Petrifilm® EB

Como sistema de envasado de las muestras se usaron pajitas de bebida de hueso de aguacate, que fueron subministradas por la empresa Biofase. El

material del que estan compuestas procede de semillas de aguacate de residuos de empresas que producen aceite de guacamole y aguacate (Figura

3).

Para el sellado se testaron las boquillas de tabaco de celulosa (15x6mm) subministrados por la casa comercial RAW y Agar esterilizado de la casa Sigma

Aldrich (Espafia) (Figura 4).
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Figura 3: Material de envasado. Pajitas de semilla de aguacate BIOFASE  Figura 4: Material de sellado. Filtros de tabaco biodegradables RAW y Agar

4.2. METODO
4.2.1 Material bibliografico

Para conocer el estado del arte del uso de los plasticos, contaminacidn que originan, su relacién con la reproduccion y en especial con las biotecnologias
reproductivas en la especie equina, se usaron motores de busqueda como Google Scholar (https://scholar.google.es/) y Pubmed

(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/).
4.2.2 Preparacion de pajuelas y sistemas de sellado

Se realizaron unas experiencias previas donde se analizé el material de dos tipos de pajitas: aguacate y bambu. Las pajitas de bambu resultaron friables
y al someterlas a alguna presién se rompian y perdian el contenido. Por ese motivo se opté por las pajitas de aguacate, las cuales tienen una

consistencia y resistencia parecida a la del plastico.

Se observé que estas pajitas al ser sometido al calor de la llama directa se fundian (Figura 5), y con ayuda de un clamp intestinal caliente (Figura 6) y
juntando los dos extremos de las pajitas, éstas se soldaban (Figura 7). Para comprobar que se mantenian herméticas se midié su contenido liquido
tras verterlo en un recipiente transcurrido un tiempo de 72h en refrigeracién. Tras varios dias sometidas a diferentes temperaturas, se observé que

el contenido de las pajitas se mantenia en su interior sin pérdidas (Figura 8).


about:blank

Alternativas sostenibles en inseminacion artificial de équidos | Marina Amela

%

Figura 6: Sellado térmico de la Figura 7: Pajuela de aguacate Figura 8: Contenido

Figura 5: Exposicién de la . . ; -
& P pajuela con un clamp intestinal termosellada recuperado en recipiente

pajuela al calor.

Tras comprobar que el sellado era efectivo, se planted la posibilidad de afiadir un
material intermedio entre la muestra seminal y el extremo a sellar con el objetivo de
impedir el contacto con el extremo mas caliente y asi evitar dafio a la muestra. Este
material debia ser biodegradable para garantizar que el 100% del residuo tras la
inseminacién fuera biodegradable. Este material intermedio debia acoplarse al
extremo de la pajita. Debido a su forma cilindrica se optd por las boquillas de celulosa
biodegradable (Figura 9) las cuales al introducirse en la pajita (Figura 10) se

humedecian con la muestra, pero evitaban que ésta entrara en contacto con el

Figura 9: Boquillas de Figura 10: Boquilla sellando extremo superior.
celulosa estériles pajuela

Otro sistema de material intermedio probado fue el agar previamente esterilizado
(Figura 11). Aprovechando el vacio creado a partir del primer sellado, se pudo girar
la pajita abierta sobre una placa de agar sin perder el contenido de ésta. El agar
formd un tapdn con la forma de la pajita, cumpliendo la misma funcién que las

boquillas de celulosa (Figura 12). Se realizaron dos experiencias para confirmar que

no existia perdida de contenido y ademas la calidad seminal no se vio afectada.

Figura 11: Agar Figura 12: Agar sellando la pajuela
4.2.3 Procesado del semen esterilizado en placa petri

A la llegada al laboratorio se le realizé sobre las dosis una primera valoracién de la motilidad y concentracion espermatica mediante un sistema de
analisis computerizado (ISAS®; Proiser, Valencia, Espafia). Para ello, se deposité un volumen de 5 uL en un portaobjetos atemperado a 37 °C,
capturdndose tres campos por muestra con un minimo de 200 espermatozoides en cada una de ellas. Los espermatozoides con una velocidad
promedio (VAP) > 20um/s fueron considerados matiles, mientras que aquellos con una VAP < 10um/s fueron considerados inméviles, de acuerdo con
los parametros establecidos por el programa. El indice de rectitud (STR) fue de 75 %. Seguidamente se procedié a preparar las muestras

heteroespermicas para seguir con el procesamiento
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Las muestras se diluyeron hasta una concentracién de 50 x107 esp/ml y se dividieron en dos tubos en funcidn del sistema de cierre que se iba a utilizar.

Posteriormente, se centrifugaron a 600 g durante 10 min a temperatura ambiente. Tras la centrifugacion, se eliminé el sobrenadante y cada pellet

obtenido se resuspendié con el diluyente Equiplus® (Minitub Espaiia), con o sin suplementacién del 20 % de calostro en funcién de la experiencia,

hasta alcanzar una concentracion final de 100x10° espermatozoides por ml.
4.2.4 Evaluacidn de la calidad espermatica

Una vez cargadas las pajuelas con la muestra de semen, éstas se mantuvieron en refrigeracién a 5°C durante 72h,
realizando el control de la calidad seminal a las 24-48-72 horas para comprobar de qué manera la calidad se podia
ver influenciada por el uso del sellado utilizado. También se valord si la adicién del calostro en el medio tenia un
efecto positivo sobre las muestras seminales. La calidad espermatica fue evaluada mediante el sistema de analisis
seminal computerizado ISAS (Figural3). Se recogieron datos de motilidad total y progresiva, asi como de diferentes
parametros cinéticos de motilidad: velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL); velocidad promedio
(VAP); indice de linealidad (LIN), indice de rectitud (STR), indice de oscilacién (WOB), y la amplitud media de
desplazamiento (amplitud lateral de la cabeza: ALH y frecuencia de batida: BCF). Para el estudio de estos

parametros fueron capturados al azar 3 campos diferentes de cada muestra.

Se realizaron controles microbioldgicos, tanto para bacterias aerobias como anaerobias. Para ello se hizo una
dilucién 1/100 de las mismas en suero fisiolégico y se realizé la siembra en las placas de Petrifilm® AC y Petrifilm®
EB, se conservaron en una estufa de 37°C (Figura 14) y se comprobd posteriormente la presencia de crecimiento

bacteriano.

En la Figura 15 se describe de forma esquematica el diseifio experimental de este trabajo.

Figura 13: Sistema de analisis
computerizado ISAS

Figura 14: Placas Petrifilm® en estufa

ALMACENAIJE SELLADO

SELECCION DE METODO DE SELECCION DE METODO DE PROCESADO DEL SEMEN VALORACION DEL EFECTO DEL
SELLADO Y DEL CALOSTRO

Dilucién de muestra 5 x107

Siembra y analisis de crecimiento

microbiologico

@ Pajuela de hueso de aguacate A sellado térmico esp/ml Qi Valoracion seminal 24-48-72h
K Pajuela de bambu ‘ ‘
Agar
l Material / Centrifugacion é
< .
. termoprotector | Filtro de 600G/10min
Pruebas de compresion y
. celulosa
manipulacion
Pruebas de pérdidas de volumen l'
Equiplus®
Adiciénde [

yegua

diluyente \ 20 % de calostro de

Figura 15: Disefio experimental
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4.2.5 Estudio estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el paquete estadistico IBM SPSS Statistics versién 22.0. Se realizdé en un primer estudio un GLM (Modelo lineal
Generalizado) cuyos factores fueron tiempo y tipo de cierre (boquilla o Agar) y posteriormente se procedio a realizar un GLM de medias repetidas

para determinar el efecto del calostro, tiempo y tipo de cierre

Cuando la significaciéon era <0,050 y la potencia >0,800 nos indicaba que existian claramente diferencias, descartando igualdad de medias y
confirmando la diferencia entre medias. Cuando la significacion estaba muy cercana a 1 y la potencia <0,200 indicaba que no habia efecto y la

probabilidad de que fueran iguales era muy alta y la probabilidad de que fueran diferentes eras bajas.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para valorar nuestros resultados se hizo un GLM donde se buscé el efecto del tiempo de conservacion y el tipo de cierre de las pajuelas (Tablas 2 y 3)

y la existencia de diferencias estadisticas en la motilidad y los pardmetros de movimiento.

En este trabajo se usaron exclusivamente pajuelas de hueso de aguacate debido a que en un trabajo anterior (Pefialosa, 2022, datos no publicados)
se comprobd la eficacia de diferentes pajitas biodegradables frente al almacenaje de eyaculado equino. Los diferentes materiales testados fueron:

bambu, aguacate, papel, hierba y trigo.

La motilidad total presentd diferencias significativas en cuanto al tipo de pajuela, presentando los mejores resultados la pajuela de hueso de aguacate
en todos los tiempos de conservacion en los que ésta fue contrastada; de hecho, a las 24 horas el valor fue muy superior al control. El principal
problema de este método de almacenaje era el tipo de sellado, puesto que con el que se estaba usando en ese momento (corcho, cera de abeja y
arroz) habia perdidas de contenido. Por ello, el principal objetivo de este trabajo ha sido conseguir un método de sellado eficaz y sencillo para este
tipo de pajuelas. El uso de pajitas de aguacate y sus beneficios en la conservacién venia refrendado por los estudios de Olamitibo et al, quienes
observaron que el uso de extracto de semilla de aguacate adicionado a diferentes diluyentes seminales mejoraba la motilidad espermatica progresiva
hasta un 20% respecto al método tradicional a la que se sumaba (Olamitibo et al., 2016). Ademas, los estudios de Rodriguez, indicaban que el aguacate

tiene actividad antimicrobiana e inhibia la oxidacidn proteica y lipidica (Rodriguez, 2011).

Analizando los resultados obtenidos (Tabla 2), observamos que el factor tiempo sdlo presentaba un efecto significativo en el parametro de motilidad
WOB (indice de oscilacién) y que su valor se reducia a medida que pasaban las horas de conservacion, asi como la BCF (Frecuencia de batida) con
diferencias altamente significativas (p<0,001) incrementandose a lo largo de tiempo. Tanto la motilidad total como progresiva junto con el resto de
los pardmetros no presentaron diferencias significativas a lo largo del tiempo, pero observando las potencias Unicamente se puede concluir que la

motilidad progresiva se mantenia a lo largo del tiempo (p=0,801 y potencia observada=0,107)

Prolongar la funcidn de los espermatozoides mientras se mantienen en refrigeracion sigue sin estar claro (Gibb et al., 2016). Se ha visto que existe una
variabilidad entre sementales en la motilidad tras el almacenamiento en refrigeracion (Hartwig et al., 2014), pero no se ha informado del porcentaje
de sementales cuya funcidn espermatica aparece muy reducida después del almacenamiento refrigerado a 4°C. Este descenso en la funcién de los
espermatozoides se atribuye entre otros factores al "choque frio" inducido por velocidades de enfriamiento rapidas entre 19 y 8° C (Moran et al.,

1992).
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Tabla 2: Efecto del tiempo sobre las variables de motilidad espermatica (MediazError estandar)

Variable n Oh 24h 48h 72h p-value Potencia observada
Mt 6  85,50+7,01 71,77+9,92 65,43+7,01 63,67+8,59 0,162 0,428
Mp 6  20,38%3,51 25,62+4,97 21,47+43,51 19,47+4,30 0,801 0,107
VCL 6  104,93%+9,47 | 121,45+13,39 | 95,02+9,47 | 95,02+11,59 0,334 0,284
VSL 6 = 39,62+4,46 55,20+6,31 38,6214,46 40,21+5,46 0,172 0,416
VAP 6 72,68+7,12 85,33+10,07 59,94+7,12 68,4018,72 0,236 0,354
LIN 6 37,67+2,67 45,13+3,78 41,47+2,67 35,31+3,27 0,205 0,382
STR 6 | 55,32+2,91 63,73+4,11 65,08+2,91 60,39+3,56 0,123 0,480

woB 6  68,53+2,42°  70,15+3,43° | 63,19+2,42® @ 58,19+2,97° 0,030 0,709
ALH 6 3,80+0,25 4,1310,36 4,0840,26 4,3910,31 0,545 0,185
BCF 6 8,07+0,68" | 11,47+0,96 10,71+0,68° 13,14+0,84° <0,001 0,981

Diferentes superindices en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). Test de Duncan

También la centrifugacidn previa al enfriamiento del semen para retirar el plasma seminal seria una de las causas que contribuirian en la reduccién de
la calidad (Brinsko et al., 2000b). En nuestro estudio los sementales tenian fertilidad probada, y su uso fue exclusivamente para preparar dosis

seminales que se mantenian en refrigeracién a 4° C.

Nuestros resultados de motilidad a las 0 horas coinciden con valores obtenidos por Lozano et al., (2011) cuyo valor se situaba en 83,3% + 7,6%. Sin
embargo, a las 72h los valores son inferiores a los observado por Oliveira et al., (2017), quienes con semen refrigerado obtienen una motilidad total
del 80%. Esta discrepancia de resultados pudo ser debida entre otros factores la raza, la edad del semental, el sistema de analisis espermatico incluso

el sistema de almacenamiento donde las muestras se almacenaron en tubos de microcentrifuga de 1,5 mla 5 °C en un refrigerador.

En un estudio reciente donde se valoraba la adicion de glucosa en el medio de preservacién y utilizando el mismo método de procesado de las
muestras espermaticas que el nuestro (Hernandez-Aviles et al, 2018), los valores de motilidad total y progresiva encontrados en el medio control
eran inferiores en los mismos tiempos de conservacidn. Los valores que obtuvieron estaban sobre el 70% a las 0 horas, y en un 10 % de motilidad
total a las 72. Los valores de motilidad progresiva que obtuvieron fueron del 40,30y 5 % a las 24 ,48 y 72 horas de conservacion, respectivamente,
siendo valores inferiores a los observados en nuestro estudio. Nuestros resultados ponen de manifiesto que el tiempo de refrigeracion no influye
sobre el tipo de pajuela, permitiéndonos conservar los espermatozoides en pajuelas de aguacate conservando la motilidad total y progresiva junto

con los parametros de motilidad a lo largo del tiempo.

En relacién a la eficacia del sellado, éste es importante para evitar la contaminacién de la muestra y garantizar unos buenos indices de fertilidad. En
este trabajo se utilizaron agar y filtros de celulosa esterilizados junto con sellado térmico. Ambos materiales se utilizaron para evitar el contacto entre
la parte sellada térmicamente con la muestra seminal, proporcionando un aislamiento térmico. En ambos sistemas de cierre no se observaron pérdidas

de volumen en las pajuelas de hueso de aguacate.

Analizados los resultados del factor tipo de cierre, agar o boquilla, ambos materiales no presentaron diferencias significativas en cuanto a los

pardmetros de calidad seminal tal como se puede ver en la tabla de resultados sefalados en la tabla 3:
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Tabla 3: Efecto del tipo de cierre de la pajuela sobre las variables de motilidad espermatica (MediazError Estandar)

Variable n Boquilla Agar p-value Potencia observada
Mt 6 79,0745,81 64,12+5,81 0,079 0,421
Mp 6 24,5742,91 18,90+2,91 0,179 0,265
VCL 6 114,03+7,85 105,1+7,85 0,427 0,122
VSL 6 44,98+3,70 41,85+3,70 0,554 0,089

VAP 6 73,9745,91 69,2+5,91 0,572 0,086
LIN 6 39,57+2,22 40,2242,22 0,920 0,055
STR 6 61,30+2,41 60,9612,41 0,920 0,051
woB 6 64,4612,01 65,572,01 0,698 0,067
ALH 6 4,3210,21 3,8810,21 0,153 0,294
BCF 6 11,02+0,56 10,6610,56 0,658 0,072

La ausencia de diferencias significativas en motilidad total o progresiva entre ambos tipos de cierre no nos permitié afirmar que los dos tipos de cierre
eran igualmente validos al observar las potencias observadas en el GLM. No obstante, los parametros LIN (Linealidad), STR (indice de rectitud), WOB
(indice de oscilacién) y BCF (Frecuencia de batida) por la probabilidad obtenida y la potencia observada nos confirmaronn la igualdad entre ambos

sistemas.

La no existencia de estudios similares al nuestro nos llevé a comparar con otros estudios como el de Rusell et al., (1997). En este estudio se evaluaba
la eficacia del sellado térmico tradicional de pajuelas de plastico y el sellado con polvos de alcohol polivinilo (PVA). Las pajuelas se rellenaban de azul
de metileno como control y se observd un grado significativo de perdida, que probablemente estaba asociado con la estanqueidad del tapdn de sellado
del polvo. Las pajuelas que habian sido cerradas con la técnica convencional de calor no mostraron fugas detectables. Estos resultados coinciden con
los nuestros donde se ha combinado el calor, método convencional, y el cierre con boquilla de tabaco o agar esterilizado que impedian las pérdidas

de volumen de la muestra.

Observando los resultados obtenidos por Gacem et al., (2021), que utilizaban el sellado de las pajuelas por el método tradicional, se puede ver que
presentaban unos valores de linealidad (25,94 %), indice de rectitud (35,85 %) y amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza( 1,25 um) inferiores
a los observados en este estudio con el sellado de agar o boquilla de tabaco, y unos valores superiores del indice de oscilacién (72,5%) y frecuencia
de batida (38,32 Hz) a los nuestros, lo que confirmaba que los tipos de sellado utilizados en nuestro estudio eran tan validos como los sistemas

convencionales.

Finalmente quisimos evaluar el efecto de la adicién del calostro en relacidn al tiempo de conservaciéon y el tipo de cierre. Para ello se realizé un GLM
de medias repetidas, realizando la prueba post hoc de subconjuntos homogéneos. En relacién al tipo de cierre de las pajuelas, agar o boquilla, no se
observaron diferencias significativas (p>0,05) con respecto a la adicidn de calostro y el método de sellado, lo que confirma lo anteriormente observado.
Al valorar el efecto de la adicién de calostro y el tiempo de conservacidn en refrigeracion si se pudieron determinar diferencias significativas (p<0,05)

(Tablas 4 y 5).
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En nuestro estudio la adicidn de calostro en los diluyentes de preservacién espermatica resulto ser desfavorable. En estudios anteriores, su utilizacion
protegia a los espermatozoides frente al shock térmico y se consideraba como una alternativa como agente crioprotector en los diluyentes (Alvarez
et al., 2020). En la Tabla 4 se recogen los resultados observados. Todos los parametros presentaron diferencias significativas (p<0,05) entre las
muestras sin y con calostro, siendo las muestras con calostro de menor calidad en las motilidades y en la mayoria de los parametros de motilidad, lo
que se contradice con los estudios realizados por Alvarez et al. (2020), en los cuales los resultados fueron muy positivos con la adicién de un 20% de
calostro de yegua en el diluyente de conservacién. Esta discordancia de datos entre nuestro trabajo y el de Alvarez puede ser debida al tipo de recogida
de las muestras de calostro utilizado a pesar de que su calidad era de 262Brix, y consideramos que era independiente del tipo de almacenamiento,
pajitas de aguacate, o del tipo de cierre de las mismas, siendo una posible causa la posible contaminacidn del mismos en el momento de su recogida,
circunstancia no controlada por nosotros.

Tabla 4: Asociacion del calostro con distintas variables de calidad espermatica (MediatError estandar)

Calostro n Calostrosi, Calostrocon p-value
Mt 6 70,6245,82 51,9445,38 0,032
Mp 6 17,44+2,33 11,16+1,18 0,041
VCL 6 96,35+7,04 70,8413,44 0,008
LIN 6 38,3742,19 42,19+1,00 0,038

woB 6 62,51+2,03 66,57+1,17 0,039
ALH 6 4,0610,21 3,66+0,07 0,044
BCF 6 11,48+0,57 9,10+0,50 <0,001

Realizar el GLM de las medias marginales sobre el tiempo de preservacidn de las muestras cuando se adicionaba calostro, permitio observar diferencias
significativas (p<0,05) (Tabla 5), siendo independiente del tipo de sellado. Las motilidades, total y progresiva, no presentaban diferencias significativas
alo largo del tiempo. Si que se observaron diferencias significativas en las velocidades rectilineas y de la trayectoria media que decrecian con el tiempo
de conservacion, aumentando el indice de rectitud y la frecuencia de batida. Estos resultados los podemos considerar inferiores a los obtenidos por
otros autores, pudiendo estar asociado a componentes presentes en las fracciones del eyaculado o contaminacién de los diluyentes utilizados que

pueden dafiar la viabilidad espermatica porque alteren el pH e influyen en los parametros de motilidad (Kareskoski et al., 2006).

Tabla 5: Asociacidn del tiempo con distintas variables de calidad espermatica (MediatError Estandar)

Tiempo n Oh 24h 48h 72h p-value
VSL 6 32,01#2,39*  41,67+2,93° 31,61+2,39° 26,93+2,92° 0,019
VAP 6 60,53+3,68° | 63,84+4,50°  48,1443,68%° 43,09+4,50° 0,010
STR 6 53,77+2,63* 65,11#3,22° 66,14+2,63° 64,45+3,22° 0,018
BCF 6 7,65+0,79° = 11,21+0,97° 10,97+0,79° 11,32+0,97° 0,019

Diferentes superindices en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) test de Duncan
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Para confirmar la presencia de contaminacién que pudiera influir en los resultados obtenidos tras la adicién de un 20 % de calostro se realizaron
siembras en placas de Petrifilm® para cultivo de gérmenes aerobios y anaerobios. Se sabe que las bacterias presentes en la piel de los animales
colonizan la mucosa genital y por lo tanto se transfieren al eyaculado. En general éstas no son patdgenas y no suponen un problema para el semental
a no ser que su concentracion sea muy grande. Sin embargo, la calidad seminal si se ve afectada por la presencia de determinados microorganismos.
Ademas, las yeguas inseminadas podrian afectarse negativamente por la presencia de bacterias en el eyaculado (Al-Kass, et al., 2020). Segun
Kotilainen (1994), la neutrofilia inducida en el Utero post inseminacidn es debida a los espermatozoides mas que por las bacterias del eyaculado, y la
intensidad de esta depende de la concentracién y del volumen del eyaculado. Esto no ha sido probado con el sistema de almacenaje propuesto en

este trabajo. Sin embargo, se ha tenido en cuenta a la hora de plantear las pajuelas biodegradables que el proceso fuese inocuo para la yegua.

Alguno de los efectos negativos de contaminacién bacteriana son la disminucidn de la motilidad y viabilidad de los espermatozoides, reaccion
acrosomal prematura o aglutinaciéon de los espermatozoides. La inseminacidon con esperma contaminado puede estar asociada con secrecidn
vulvar, muerte embrionaria o fetal, endometritis, infeccidon sistémica y tamafio reducido de la camada (Morrell et al., 2014). Klepsiella spp y
Pseudomonas spp. afectan negativamente a la integridad de la membrana espermatica, asi como a la supervivencia de los espermatozoides (Bennett
et al., 1986). Por lo tanto, se ha tenido especial interés en que el sellado fuera lo mas higiénico posible y también estanco para evitar la entrada de
microorganismos durante el almacenaje. No obstante, las siembras realizadas en nuestro estudio (Grafico 1) han puesto de manifiesto que el mayor
crecimiento bacteriano correspondia a los medios a los que se les habian adicionado calostro, en ambos tipos de cierre de las pajuelas de aguacate,

confirmando nuestras sospechas de la contaminacion del calostro.
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Grafico 1: Crecimiento de microorganismos aerobios en diferentes tipos de sellado y con adicidn de calostro

Hoy en dia el uso de antibidticos esta cada vez mas controlado debido en gran medida a la generacién de resistencias por su mal uso. Hay estudios
gue aseguran que ya se han encontrado las primeras resistencias de muestras seminales en équidos (Malaluang et al., 2021). Debido a las resistencias,
es necesario evaluar nuevas combinaciones de antibidtico con gran efecto sobre las bacterias y poco sobre los espermatozoides (Gloria et al., 2014).
En este trabajo se ha utilizado diluyente sin antibidtico, EquiPlus® y adicionando en el mismo calostro por su poder bactericida para evitar el uso de

antibidticos, circunstancia que no pudimos confirmar como queda reflejado en la grafica donde se observan valores inferiores de crecimiento en el

diluyente sin calostro.
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En nuestro estudio, las siembras para control de contaminacién se realizaron a las 72 horas de conservacion y aunque evidenciaban el efecto perjudicial
del calostro en relaciéon al nimero de UFC/ml (unidades formadoras de colonias/ml) estos valores eran muy inferiores a los obtenidos por Hernandez-
Aviles et al. (2018) alas 0y 24 horas (24818 + 5872 y 18478 = 4374 UFC/ml). Este estudio indicaba que el almacenamiento en frio del semen se asocia
con una disminucién de la carga bacteriana, datos similares a lo observado en otros estudios (Alvarenga et al., 2012) que indicaban esta reduccion del
crecimiento bacteriano al almacenar a 5° C las dosis seminales en comparacion con las muestras almacenadas a 20° Co 15 ° C. Este descenso en el
crecimiento bacteriano podria explicarse simplemente por una restriccion metabdlica ejercida por la temperatura o por un efecto sinérgico de la
temperatura y el antibidtico sobre el diluyente seminal (Pappa et al., 2008) lo que nos llevaria a pensar que realmente habia cierto efecto bactericida

del calostro al combinarse con el efecto de la temperatura de conservacion.

6. CONCLUSIONES

1. Eluso de boquillas de tabaco y de agar esterilizado para el sellado de pajuelas de hueso de aguacate permite conservar la calidad seminal a lo largo

del tiempo de refrigeracion a 4 °C, no presentando diferencias significativas entre ambos sistemas.

2. Las boquillas de tabaco y el agar esterilizado son dos sistemas validos para sellar las pajuelas de aguacate. Sin embargo, teniendo en cuenta la

manejabilidad de la técnica y la caracteristica biodegradable, se determina que las boquillas de tabaco son la mejor opcién para el sellado.

3. No se ha podido confirmar que la adicién de un 20% de calostro en el diluyente EquiPlus® sin antibidticos suponga una baja calidad seminal, asi
como una disminucion del crecimiento bacteriano. No obstante, los resultados indican una reduccidon sustancial de dicho crecimiento en

comparacién a otros estudios lo que confirmaria su efecto beneficioso.

CONCLUSIONS

1. The use of tobacco mouthpieces and sterilised agar for sealing avocado straws preserves semen quality throughout the cooling time at 4 °C, with

no significant differences between the two systems.

2. Tobacco and sterilised agar mouthpieces are two valid systems for sealing avocado straws. However, taking into account the manageability of the

technique and the biodegradable characteristics, it is determined that tobacco mouthpieces are the best choice for sealing.

3. It could not be confirmed that the addition of 20% colostrum in EquiPlus® extender without antibiotics leads to a lower semen quality as well as a
decrease in bacterial growth. However, the results indicate a substantial reduction in bacterial growth compared to other studies, which would

confirm its beneficial effect.
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7.VALORACION PERSONAL

En este trabajo he podido aplicar muchas de las técnicas empleadas en el dmbito de reproduccion equina, mas concretamente en el preparado de
muestras para la inseminacién artificial. Gracias a esto he podido adquirir conocimientos y practica en un dmbito que me resulta interesante de cara
a mi futuro laboral y estoy agradecida de haber podido disponer tanto de un laboratorio perfectamente equipado como de la indispensable ayuda de
mis tutoras. Considero que el objetivo de este trabajo ha podido lograrse con éxito, puesto que se ha podido resolver la hipdtesis inicial con resultados

favorables.

Soy consciente de que el uso de materiales innovadores en un dmbito como el de la reproduccién equina en el que se emplea gran cantidad de capital
requiere de mas investigacién y desarrollo. Sin embargo, también creo que cuando sea preciso prescindir de los plasticos de un solo uso, va a ser
indispensable encontrar alternativas eco-friendly para subsidiar dichas carencias. Por lo tanto, la experimentacion con materiales biodegradables va

a resultar un indispensable en un futuro, y por ello considero que este trabajo resulta relevante para dicho propdsito.

Asimismo, este proyecto también me ha permitido comprender y asimilar muchos conceptos adquiridos durante mis afios de estudiante, ademas de
emplear la creatividad. El uso de bibliografia ha resultado indispensable en la elaboracién de este trabajo. Por ello he priorizado el uso de motores de
busqueda de estudios publicados, aplicando criterios de busqueda mediante palabras clave, autores relevantes, afio de publicacion... Esto me ha
ayudado a adquirir soltura en la busqueda de informacidn relevante, cuestién indispensable para actualizar mis conocimientos como requiere una

carrera como la de veterinaria.

Por ultimo, me gustaria agradecer al Centro de Cria Caballar por la cesién de las dosis seminales y al profesor Nacho de Blas por la realizacién de la

estadistica.
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