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Resumen 

3 

 

La optimización de la inseminación artificial (AI) en la especie ovina es 

fundamental para aumentar su implementación, incrementando así los 

rendimientos productivos y la mejora genética en esta ganadería. En la 

presente Tesis Doctoral se analizan diferentes estrategias en este sentido, 

recogidas en un total de cinco artículos científicos.  

Los dos primeros trabajos se centraron en definir las condiciones ideales 

para centrifugar el semen de carnero, teniendo en cuenta que el daño 

producido por este procedimiento sobre los espermatozoides es específico de 

cada especie. En la Publicación I se evaluó el rendimiento de tres fuerzas 

centrífugas (600, 3.000 y 6.000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente) 

y sus efectos sobre la motilidad y funcionalidad de los espermatozoides. Fuerzas 

de centrifugación iguales o superiores a 3.000 x g indujeron daños en la calidad 

espermática a ambos niveles, y a 600 x g no se logró una buena compactación 

celular. Por ello, en la primera experiencia de la Publicación II se valoró el 

efecto de dos modelos de refrigeración a 15 °C (rápida o lenta) y dos diluyentes 

(INRA 96® y Tyrode’s) sobre la tasa de recuperación, el peso del pellet y la 

calidad espermática tras la centrifugación del semen a 600 x g durante 10 

minutos. El INRA 96® combinado con la refrigeración lenta y el Tyrode’s a 

temperatura ambiente registraron los mejores resultados. En un segundo paso 

se evaluó la influencia de tres fuerzas centrífugas (600, 1.200 y 6.000 x g 

durante 10 minutos) sobre los mismos parámetros con INRA 96® y Tyrode’s en 

las condiciones seleccionadas previamente. La mayor eficacia cuantitativa y 

cualitativa se logró a 1.200 x g en ambos medios de dilución, ya que a 6.000 x 

g se observaron alteraciones de la motilidad de los espermatozoides. Por 

último, para comprobar los efectos in vivo del protocolo de centrifugación se 

realizó una prueba de fertilidad con semen centrifugado y almacenado a 15 °C 

durante 6 horas. El daño producido por 6.000 x g sobre la motilidad espermática 

se mantuvo hasta las 6 horas, observándose además una disminución en la 

fertilidad tras la AI cervical. Este hecho confirmó la idoneidad del protocolo de 

centrifugación a 1.200 x g durante 10 minutos (en INRA 96® y a 15 °C). 

En la Publicación III, en vista de la escasa y contradictoria información 

existente en relación a la retirada de plasma seminal (SP) como parte de los 

protocolos de refrigeración del semen de carnero, se investigó el papel del 
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mismo en la conservación seminal a medio plazo en forma líquida (hasta 48 

horas a 5 °C). Para ello, en un primer paso se valoró el efecto de la adición de 

SP a espermatozoides epididimarios de carnero al inicio o al final de dicho 

protocolo de conservación, y se analizaron la motilidad y funcionalidad 

espermática tras 6 horas a 15 °C y 24 y 48 horas a 5 °C. Los espermatozoides 

mostraron una mayor calidad a las 48 horas cuando se conservaron en ausencia 

de SP, aunque una suplementación final con SP dio lugar a una mejora de la 

motilidad y funcionalidad espermáticas. Además, en una segunda experiencia 

se evaluó el efecto de la eliminación de SP en muestras seminales de carnero 

recién eyaculadas utilizando el protocolo de centrifugación previamente 

optimizado y en las mismas condiciones de almacenamiento. La retirada de SP 

disminuyó la funcionalidad de los espermatozoides tras 24 y 48 horas a 5 °C, 

mientras que la suplementación final tuvo efectos positivos sobre la calidad y 

fertilidad en AI cervical. Aunque la ausencia de SP resultó ser beneficiosa en un 

protocolo de conservación a medio plazo en forma líquida en un modelo 

espermático sin contacto previo con esta sustancia (espermatozoides 

epididimarios), la no constatación de este hecho en muestras seminales 

eyaculadas sometidas al mismo protocolo de conservación indica la posible 

ineficiencia del método de retirada de SP.  

Los dos últimos artículos tuvieron como objetivo optimizar la evaluación 

de la calidad espermática en el carnero, ya que la selección de machos y 

eyaculados con buen potencial fecundante para su uso en la AI ovina es 

fundamental. En este sentido, la Publicación IV se centró en determinar el 

mejor momento para llevar a cabo dicha evaluación dentro de un protocolo de 

conservación a 15 °C durante 6 horas. Se determinaron la motilidad y 

funcionalidad espermáticas a 0 horas (30 °C), 3 y 6 horas (15 °C), y 24 horas (5 

°C) como control positivo de daño, y se observó que ambas mejoraban a las 6 

horas. Complementariamente, se investigó el factor responsable de la 

inestabilidad de los espermatozoides durante las primeras horas de 

almacenamiento líquido testando las interacciones de espermatozoides 

epididimarios con el SP y el diluyente (independientemente y en combinación) 

en las mismas condiciones de almacenamiento que en la experiencia anterior. 

Los espermatozoides de los grupos con diluyente mostraron una motilidad y 
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funcionalidad alteradas a las 0 horas, indicando que la adición del mismo actúa 

en un primer momento como factor desestabilizante, siendo necesarias de 3 a 

6 horas de adaptación al diluyente antes de poder realizar una evaluación 

precisa de la calidad espermática. Finalmente, en la Publicación V, cuando se 

intentaron identificar algunos de los factores relativos al macho implicados en 

las diferentes tasas de fertilidad observadas tras la AI cervical en dos momentos 

de la época reproductiva (inicio y final), no se encontraron diferencias en la 

evaluación ultrasonográfica del complejo testicular de los carneros ni en la 

calidad espermática tras 6 horas a 15 °C. En cambio, un análisis del proteoma 

espermático detectó una menor expresión de proteínas relacionadas con el 

metabolismo energético, las interacciones espermatozoide-ovocito y la 

estructura del flagelo en el momento de la época reproductiva con menor 

fertilidad. 

De forma global, los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran la 

necesidad de optimizar los protocolos de manejo, conservación y análisis de 

calidad seminal en el carnero para diseñar estrategias realmente eficaces en la 

mejora de la AI ovina. 

Palabras clave: 

Carnero, semen refrigerado, inseminación artificial, fertilidad, 

centrifugación, plasma seminal, espermatozoides epididimarios, estabilización, 

calidad seminal, proteoma espermático.  
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The optimization of artificial insemination (AI) in the ovine species is 

crucial to increase its implementation, maximizing production performance and 

genetic gain in this farming. Different strategies are analyzed in this sense in 

the following Doctoral Thesis, compiled into a total of five scientific articles. 

The first two papers focused on defining the ideal conditions for 

centrifuging ram semen, considering that sperm damage caused by this 

procedure is species-specific. Publication I evaluated the performance of three 

centrifugal forces (600, 3,000 and 6,000 x g for 10 minutes at room 

temperature) and their effects on sperm motility and functionality. 

Centrifugation forces equal to or greater than 3,000 x g induced a deleterious 

effect in sperm quality at both levels, and 600 x g not provide a successful cell 

packaging. Therefore, the first trial of Publication II assessed the effect of two 

cooling methods at 15 °C (fast or slow) and two diluents (INRA 96® y Tyrode’s) 

on sperm recovery rate, pellet weight and sperm quality after centrifugation of 

semen at 600 x g for 10 minutes. INRA 96® combined with slow refrigeration and 

Tyrode’s at room temperature registered the best results. In a second step, the 

influence of three centrifugal forces (600, 1,200 and 6,000 x g for 10 minutes) 

on the same parameters was evaluated with INRA 96® and Tyrode’s under the 

previously selected conditions. The highest quantitative and qualitative 

efficiency was achieved at 1,200 x g in both extenders, since 6,000 x g impaired 

sperm motility. Finally, to test the in vivo effects of the centrifugation 

protocol, a fertility trial was performed using semen centrifuged and stored at 

15 °C for 6 hours. The damage produced by 6,000 x g on sperm motility was 

maintained until 6 hours, and a decrease in fertility after cervical AI was also 

observed. This confirmed the suitability of the centrifugation protocol at 1,200 

x g for 10 minutes (in INRA 96® and at 15 °C). 

In Publication III, because of the scarce and conflicting information on 

seminal plasma (SP) withdrawal as part of ram semen refrigeration protocols, 

the role of SP in medium-term semen preservation in liquid form (up to 48 hours 

at 5 °C) was investigated. To this end, the effect of SP addition to ram 

epididymal sperm at the beginning or at the end of the preservation protocol 

was assessed in a first step, and sperm motility and functionality were analyzed 

after 6 hours at 15 °C, and 24 and 48 hours at 5 °C. Sperm showed higher quality 
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at 48 hours when stored in the absence of SP, while a final SP supplementation 

resulted in improved sperm motility and functionality. In addition, the effect 

of SP removal from freshly ejaculated ram seminal samples using the previously 

optimized centrifugation protocol was evaluated under the same storage 

conditions in a second experience. The removal of SP decreased sperm 

functionality after 24 and 48 hours at 5 °C, while the final supplementation had 

positive effects on quality and fertility in cervical AI. Although SP absence 

proved to be beneficial in a medium-term liquid preservation protocol in a 

sperm model without previous contact with this substance (epididymal sperm), 

the lack of this finding in ejaculated seminal samples under the same 

preservation protocol indicates the possible failure of the SP removal method. 

The last two articles aimed to optimize sperm quality evaluation in rams, 

as the selection of males and ejaculates with good fertilizing potential is 

essential for use in ovine AI. In this regard, Publication IV focused on 

determining the best time to conduct this assessment within a preservation 

protocol at 15 °C for 6 hours. Sperm motility and functionality were determined 

at 0 hours (30 °C), 3 and 6 hours (15 °C), and 24 hours (5 °C) as a positive 

damage control, and both were found to improve at 6 hours. Additionally, the 

responsible factor of the sperm instability during the first hours of liquid storage 

was investigated testing the interactions of epididymal sperm with SP and 

extender (independently and in combination) under the same storage 

conditions used in the previous experience. Sperm from groups with diluent 

showed altered motility and functionality at 0 hours, indicating that extender 

addition initially acts as a destabilizing factor, requiring 3 to 6 hours of 

adaptation to the extender before an accurate assessment of sperm quality. 

Finally, in Publication V, when trying to identify some male factors involved in 

the different fertility rates obtained after cervical AI at two times of the 

breeding season (early and late), no differences were found in the 

ultrasonographic evaluation of ram testicular complex nor in the sperm quality 

after 6 hours at 15 °C. In contrast, a sperm proteome analysis detected a lower 

expression of proteins related to energy metabolism, sperm-oocyte 

interactions, and flagellum structure at the time of the reproductive season 

with lower fertility.  
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Overall, the results of this Doctoral Thesis demonstrated the importance 

of optimizing protocols for ram semen handling, preservation and quality 

analysis in order to design really effective strategies to improve sheep AI. 

Keywords: 

Ram, cooled semen, chilled semen, artificial insemination, fertility, 

centrifugation, seminal plasma, epididymal sperm, stabilization, semen 

quality, sperm proteome. 
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Según datos de 2023 del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, 

España es el primer país en importancia por número de animales de la especie 

ovina dentro de la Unión Europea (UE), al contar con un censo que en los últimos 

diez años se encuentra alrededor de los 14 millones de cabezas (24% del censo 

comunitario). En nuestro país, y específicamente en Castilla y León, el sector 

ovino presenta un alto interés social, al ejercer un bajo impacto 

medioambiental y fijar población en el medio rural, contrarrestando la 

tendencia a la despoblación de ciertas áreas geográficas. Además, si bien es 

verdad que Castilla y León no concentra el mayor porcentaje de animales 

dentro del territorio nacional, sí que lidera el ámbito productivo, tanto a nivel 

de carne (32% del total nacional) como de leche (56% de la leche entregada). 

El incremento en los rendimientos productivos por animal viene motivado por 

un cambio en el modelo productivo del sector, que ha sustituido a gran escala 

las razas autóctonas por razas foráneas mejoradas como la Assaf, y por la 

creciente especialización y profesionalización de la mano de obra (MAPA, 

2023b, 2023a). En este escenario, la reproducción, y en concreto las técnicas 

de reproducción asistida (ART) como la inseminación artificial (AI), se muestran 

fundamentales para la mejora genética de la especie ovina. Sin embargo, su 

aplicación en comparación con otras especies domésticas como el bovino y el 

porcino es bastante escasa (Palacín et al., 2012). Esto se debe a que las tasas 

de fertilidad que se obtienen en ovino son irregulares y bajas (Salamon and 

Maxwell, 1995; Anel et al., 2005; Fair et al., 2005; Alvarez et al., 2019), ya que 

la aplicación vaginal de semen congelado-descongelado resulta inviable. Desde 

un punto de vista metodológico, el obstáculo reside en la compleja morfología 

del cuello del útero de la oveja, que actúa como barrera para la deposición 

intrauterina del semen (Halbert et al., 1990; Kershaw et al., 2005), siendo 

necesario recurrir a la AI intrauterina laparoscópica para garantizar una tasa de 

fertilidad aceptable cuando se utilizan este tipo de muestras (Masoudi et al., 

2017). Pero esta vía de aplicación tiene algunas limitaciones, como su elevado 

coste por la necesidad de equipamiento y personal altamente especializado 

(Evans et al., 1987; Fernandez-Abella et al., 2003). Por ello, la AI cervical con 

semen a 15 °C es el método más utilizado en los programas comerciales 

(Santolaria et al., 2011). No obstante, este procedimiento también tiene varios 
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problemas asociados, como la reducida longevidad de los espermatozoides de 

carnero refrigerados (6-8 horas desde la recogida seminal), que lleva a 

depender de la existencia de un centro de reproducción cercano a las 

ganaderías para la elaboración de las dosis de semen el día de la AI (O’Hara et 

al., 2010). Así pues, deben diseñarse nuevas estrategias para optimizar los 

procedimientos de AI en esta especie con el fin de aumentar su aplicación.  

Por una parte, sería interesante mejorar el manejo de los eyaculados, en 

que la centrifugación es un procedimiento muy común. En especies con 

eyaculados de baja concentración, como los humanos (Wang et al., 2021), los 

caballos (Samper and Plough, 2010) y los cerdos (Wongtawan et al., 2006), se 

realiza de forma rutinaria para generar dosis de AI de volumen adecuado. 

También se lleva a cabo como parte de los protocolos de conservación seminal 

en el macho cabrío para eliminar el plasma seminal, ya que éste contiene una 

fosfolipasa que hidroliza los fosfolípidos de la membrana de los 

espermatozoides (Santiago-Moreno et al., 2014, 2017). Además, este 

procedimiento podría emplearse en varias especies como método de lavado 

espermático para la recuperación de eyaculados obtenidos por 

electroeyaculación que se encuentren contaminados con orina (Gomes-Alves et 

al., 2014), selección de aquellos espermatozoides morfológicamente normales 

y móviles dentro de una muestra seminal (Henkel and Schill, 2003; Sieme et 

al., 2003; García-Álvarez et al., 2010; Natali, 2011), o separación de 

espermatozoides que contienen cromosomas X e Y (Ollero et al., 2000; 

Promthep et al., 2016; Barros Mothé et al., 2018). Sin embargo, aunque la 

centrifugación es un procedimiento muy sencillo, puede resultar perjudicial 

para la muestra seminal (Mortimer, 1991, 1994). Se ha demostrado que presenta 

dos problemas estrechamente relacionados: la pérdida de espermatozoides al 

retirar el sobrenadante (Söderquist et al., 1999; Len et al., 2010); y el deterioro 

de la función espermática debido al daño físico causado por la fuerza de 

centrifugación (Alvarez et al., 1993), la compactación celular (Katkov and 

Mazur, 1998), y la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en el 

pellet (Aitken et al., 1988). Está comprobado que, en humanos (Fredricsson and 

Kinnari, 1979; Mack and Zaneveld, 1987; Shekarriz et al., 1995), ratones 

(Katkov and Mazur, 1998, 1999), perros (Rijsselaere et al., 2002), caballos 



Introducción 

17 

 

(Hoogewijs et al., 2010; Ferrer et al., 2012) y cerdos (Carvajal et al., 2004), el 

régimen de centrifugación (fuerza y duración) influye tanto en la tasa de 

recuperación como en la calidad espermática. El uso de fuerzas centrífugas más 

bajas y tiempos de centrifugación más cortos conduce a una menor tasa de 

recuperación debido a que no se logra una compactación celular completa, 

existiendo una gran pérdida de espermatozoides (según Len et al. (2010) de 

hasta el 46%) al retirar el sobrenadante. Esta situación sería inaceptable para 

los centros de reproducción ovinos, ya que daría lugar a una reducción 

importante del número de dosis de AI por eyaculado, tal y como apuntaron 

Ferrer et al. (2012) en la especie equina. Por su parte, el empleo de fuerzas 

centrífugas más elevadas y tiempos de centrifugación más largos produce una 

mayor sedimentación espermática, pero tiene un efecto nocivo sobre los 

espermatozoides, reduciendo su motilidad y viabilidad (Katkov and Mazur, 

1998; Rijsselaere et al., 2002) y produciendo daños en el DNA (Zini et al., 2000). 

Varios autores han señalado los efectos beneficiosos de la centrifugación 

amortiguada sobre la calidad seminal del cerdo (Matás et al., 2007) y del 

caballo (Ecot et al., 2005; Knop et al., 2005). En cambio, en otras especies 

como el oso pardo no se han observado estos efectos positivos, y el porcentaje 

de espermatozoides recuperados fue menor que con una centrifugación 

estándar (Nicolas et al., 2012). Esto pone de manifiesto que el daño producido 

por la centrifugación sobre la estructura y funcionalidad de los espermatozoides 

es específico de cada especie. De hecho, los espermatozoides de roedores 

(Katkov and Mazur, 1998), perros (Rijsselaere et al., 2002) y humanos 

(Fredricsson and Kinnari, 1979; Mack and Zaneveld, 1987) han demostrado ser 

muy sensibles a las fuerzas centrífugas, debiendo manipularse en condiciones 

cuidadosamente controladas y en todo caso a fuerzas de centrifugación 

inferiores a 800 x g para reducir el daño espermático. Por el contrario, los 

espermatozoides de otras especies como el oso pardo (Nicolas et al., 2011), el 

cerdo (Carvajal et al., 2004), el caballo (Hoogewijs et al., 2010), el toro 

(Machado et al., 2009) y el macho cabrío (Naing et al., 2011) son menos 

sensibles a la centrifugación, permitiendo utilizar fuerzas centrífugas de hasta 

9.600 x g. En el caso del carnero, los pocos estudios que han evaluado los 

efectos de la centrifugación del semen sobre los espermatozoides se 
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desarrollaron en la década de 1990 (Söderquist et al., 1999; Gil et al., 2000). 

En esa época el protocolo de congelación seminal para esta especie en Suecia 

y Noruega incluía la concentración de la muestra seminal previamente diluida 

mediante centrifugación de la misma a 700 x g durante 10 minutos. Aunque una 

publicación descartó que la centrifugación fuese perjudicial para los 

espermatozoides de carnero en términos de motilidad, integridad de membrana 

y estado de capacitación post-descongelación (Gil et al., 2000), otro trabajo 

obtuvo tasas de fertilidad bajas que relacionó con la pérdida de 

espermatozoides asociada a la eliminación del sobrenadante tras la 

centrifugación (Söderquist et al., 1999). Es decir, que es necesario desarrollar 

un protocolo de centrifugación optimizado para los espermatozoides de carnero 

que logre un equilibrio entre su rendimiento y su efecto sobre la calidad 

espermática y fertilidad.  

También sería de gran utilidad el desarrollo de un protocolo de 

conservación seminal a medio plazo en forma líquida (48 horas a 5 °C), al 

permitir una mejor gestión de los centros de reproducción y facilitar el uso de 

las técnicas de AI al ganadero. En este sentido, resulta de especial interés el 

papel del plasma seminal (SP), una mezcla de secreciones provenientes de los 

testículos, epidídimos y glándulas sexuales accesorias que se junta con los 

espermatozoides de la cola del epidídimo en el momento de la eyaculación, 

dando lugar a lo que conocemos como semen (Leahy and de Graaf, 2012). 

Puesto que en la monta natural los espermatozoides se separan rápidamente 

del SP en el tracto reproductor femenino, inicialmente se pensó que esta 

sustancia servía exclusivamente como medio de transporte de los 

espermatozoides (Hunter, 1981). Actualmente se considera una solución 

controvertida en la conservación seminal debido a su compleja composición, 

que varía incluso entre especies muy parecidas (Juyena and Stelletta, 2012). 

Hasta ahora varios estudios han demostrado que el SP protege a los 

espermatozoides frente al estrés producido por el procesamiento y la 

conservación seminal mediante refrigeración o congelación en el carnero 

(Maxwell et al., 1996; Pérez-Pé et al., 2001; Muiño-Blanco et al., 2008; Colás 

et al., 2009; Leahy et al., 2009, 2010; Swelum et al., 2018), pero también en 

otras especies como el toro (Garner et al., 2001), el ciervo rojo (Martínez-
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Pastor et al., 2006), el cerdo (Garcia et al., 2010; Vadnais and Althouse, 2011), 

el caballo (Aurich et al., 1996) y el ser humano (Twigg et al., 1998; Potts et 

al., 2000; Eini et al., 2021). Por el contrario, también se han descrito efectos 

perjudiciales del SP sobre la motilidad y supervivencia de los espermatozoides 

tras la congelación-descongelación en el caballo (Moore et al., 2005), el cerdo 

(Fernández-Gago et al., 2010) y, por supuesto, el carnero (Graham, 1994; 

Palomo et al., 2017). El SP contiene proteínas y compuestos de bajo peso 

molecular como Na+, K+, Ca2+ y metales pesados que pueden ser 

contraproducentes y afectar a la calidad espermática en el ámbito de la 

conservación seminal (Garcia and Graham, 1987; Bergeron and Manjunath, 

2006; Martí et al., 2006). Además, diferentes autores han analizado la 

influencia del SP en la capacitación y envejecimiento de los espermatozoides, 

existiendo posturas contrarias (Manjunath and Thérien, 2002; Ledesma et al., 

2016; Bartmer et al., 2022; Ben moula and El Amiri, 2022). En consecuencia, 

recientemente se ha sugerido que la retirada de SP podría ser beneficiosa para 

el almacenamiento líquido del semen de la mayoría de los animales de granja 

(Höfner et al., 2020), pero hay pocos estudios acerca de ello. Se ha comprobado 

que la eliminación del SP tiene un efecto beneficioso sobre la conservación 

mediante refrigeración en espermatozoides de caballo en términos de 

estabilidad de membrana (Barrier-Battut et al., 2013), y en espermatozoides 

de cerdo a través de una mayor integridad del acrosoma y tasa de fertilidad en 

ausencia de SP (Pavaneli et al., 2019). En cambio, la retirada de SP no parece 

ser útil para los espermatozoides de burro refrigerados (Rota et al., 2008). En 

el caso del carnero, sólo hay tres estudios que evalúan el efecto de la 

eliminación del SP mediante diferentes métodos: altas diluciones (1:15 y 200 x 

106 espermatozoides/mL), seguidas o no de una centrifugación a 150 x g durante 

10 minutos (Rajani K. Paul et al., 2018); o centrifugación del eyaculado a 720 

(Rajabi-Toustani et al., 2021) u 800 x g (Mata-Campuzano et al., 2015) durante 

10 minutos. Sin embargo, sus resultados son contradictorios, lo cual podría 

deberse a los diferentes métodos de lavado espermático utilizados, así como al 

empleo de protocolos de centrifugación no validados en esta especie. Por ello, 

sería interesante estudiar el efecto de la retirada de SP en el almacenamiento 
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líquido a medio plazo del semen de carnero empleando un protocolo de 

centrifugación previamente optimizado. 

Finalmente, habría que indagar en por qué predecir la fertilidad de una 

muestra seminal sigue siendo una utopía, ya que la detección y eliminación de 

animales infértiles o subfértiles, así como la selección de eyaculados con buen 

potencial fecundante para uso en la AI ovina resulta fundamental (Rodríguez-

Martínez, 2003; Kameni et al., 2021). Está demostrado que las pruebas clásicas 

de evaluación seminal, que miden el volumen y concentración del eyaculado, 

la motilidad total y progresiva de los espermatozoides, y su morfología (Gadea, 

2005), se encuentran poco relacionadas con la capacidad fecundante en varias 

especies (Gadea et al., 2004; Petrunkina et al., 2007; Tsakmakidis, 2010; 

Vasan, 2011). Por ello, y puesto que la fertilidad depende de una población 

heterogénea de espermatozoides que interactúan en varios niveles del tracto 

reproductor femenino, las envolturas del ovocito y el propio ovocito (Rodríguez-

Martínez, 2003), la evaluación seminal debe incluir la comprobación de varias 

características importantes para la fecundación y el desarrollo embrionario, no 

sólo a nivel individual, sino en una gran cantidad de espermatozoides 

(Tsakmakidis, 2010). En los últimos años se han utilizado diversas sondas 

fluorescentes con el fin de evaluar varios aspectos funcionales de los 

espermatozoides, como la integridad de membrana y del acrosoma (Huo et al., 

2002; Peña et al., 2007; Lybaert et al., 2009), la peroxidación lipídica 

(Brouwers and Gadella, 2003; Domínguez-Rebolledo et al., 2010), el daño en el 

DNA (Martínez-Pastor et al., 2009; Ribeiro et al., 2013), la apoptosis (Martí et 

al., 2008; Skindersoe and Kjaerulff, 2014; Gil et al., 2018), y la actividad 

mitocondrial (Marchetti et al., 2004; Sousa et al., 2011), a menudo con ayuda 

de la citometría de flujo (Gillan et al., 2005). Tras la recogida seminal, el semen 

se procesa para prolongar la vida útil de los espermatozoides, reduciendo o 

paralizando por completo su metabolismo a bajas temperaturas, ya sea en 

estado líquido o criopreservado (Gillan et al., 2004). Sin embargo, a pesar del 

gran número de estudios existentes en relación al diluyente utilizado (López-

Sáez et al., 2000; Kasimanickam et al., 2011; Quan et al., 2016), los protocolos 

de refrigeración y congelación (Paulenz et al., 2002; Anel et al., 2003; Gil et 

al., 2003), y la concentración de espermatozoides almacenada (D’Alessandro et 
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al., 2001; Gundogan et al., 2010; Alvarez, Tamayo-Canul, et al., 2012), el 

procesamiento y conservación del semen de carnero sigue induciendo daños 

subletales en los espermatozoides que hacen que se comporten de manera muy 

diferente a los espermatozoides frescos (Gillan et al., 2004). Durante la 

conservación seminal, los espermatozoides se someten a condiciones 

artificiales que les provocan cierto grado de estrés osmótico, bioquímico y 

térmico (Gibb et al., 2015; Taylor Pini et al., 2018). Como resultado, sufren 

una serie de cambios conformacionales y metabólicos entre los que se 

encuentran la redistribución de la membrana plasmática, peroxidación lipídica, 

y alteración de la producción de ATP y de la motilidad (Rizkallah et al., 2022). 

La estabilización de los espermatozoides mediante una velocidad de 

enfriamiento y un periodo de adaptación al diluyente adecuados podría evitar, 

o al menos reducir, estos efectos perjudiciales (Holt et al., 2005). Existen 

numerosos estudios sobre el impacto de este tiempo de adaptación en la 

crioresistencia de los espermatozoides de varias especies, como el perro (Okano 

et al., 2004; Belala et al., 2016), el cerdo (Yi et al., 2002; Schäfer et al., 2017; 

Passarelli et al., 2020), el toro (Leite et al., 2010; Doležalová et al., 2016; 

Murphy et al., 2018; Melean et al., 2022), el macho cabrío (Ahmad et al., 2015) 

y el carnero (Purdy, 2006; Purdy et al., 2010; Câmara et al., 2011; Paul et al., 

2020; Vozaf et al., 2021), con diferentes resultados. Para el semen de carnero, 

un periodo de adaptación al diluyente de 2-8 horas parece ser suficiente para 

garantizar una buena calidad post-descongelación (Tibary and Manar, 2018; Lv 

et al., 2019), aunque también hemos observado que la calidad espermática se 

ve afectada por este tiempo durante el almacenamiento líquido. Nuestro grupo 

de investigación viene observando desde hace mucho que la evaluación de la 

calidad espermática en el carnero en un momento próximo a la recogida 

seminal es inexacta, ya que mejora con el tiempo. Aunque se ha demostrado 

que la composición del diluyente influye en la supervivencia de los 

espermatozoides durante la conservación en forma líquida, el INRA 96®, que es 

el diluyente utilizado para conservar el semen ovino a 15 °C dentro de los 

programas comerciales de AI en España y en otros países mediterráneos, 

contiene una fracción altamente protectora para los espermatozoides: el 

fosfocaseinato nativo (NPPC) (Batellier et al., 2001). En cambio, como ya se ha 
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comentado, el efecto del SP sobre la función espermática sigue siendo 

controvertido. Así, sería interesante establecer el mejor momento para llevar 

a cabo una evaluación óptima de la calidad espermática en muestras seminales 

de carnero conservadas a 15 °C hasta 6 horas, y determinar cuál es el factor 

responsable de la inestabilidad de los espermatozoides durante las primeras 

horas de conservación en estado líquido. Además, en la última década se han 

incorporado al estudio de la biología espermática nuevas tecnologías, como la 

genómica, la proteómica y, más recientemente, la metabolómica (Long, 2020). 

En concreto, el análisis de las proteínas espermáticas ha permitido comprender 

cómo adquieren los espermatozoides su capacidad de fecundación y ha revelado 

numerosos cambios en el proteoma espermático relacionados con diferentes 

factores (Kwon, Oh, et al., 2015). Se han podido identificar biomarcadores de 

fertilidad en varias especies domésticas (Peddinti et al., 2008; Kwon, Rahman, 

et al., 2015; Muhammad Aslam et al., 2018; Hitit et al., 2021), nuevas funciones 

de las proteínas espermáticas que controlan el desarrollo embrionario temprano 

(Jodar et al., 2020), nuevas vías metabólicas endógenas (Amaral et al., 2013), 

y diferencias en el proteoma de eyaculados con alta y baja motilidad (Amaral 

et al., 2014; D’Amours et al., 2018; Griffin et al., 2020) y diferente capacidad 

para resistir a la conservación por refrigeración o congelación (Rickard et al., 

2015; De Lazari et al., 2020; Gaitskell-Phillips et al., 2021). Por otra parte, se 

han descrito cambios en el proteoma espermático relacionados con el protocolo 

de conservación seminal en diferentes especies como la equina (Martín-Cano et 

al., 2020), la porcina (Parrilla et al., 2019; Perez-Patiño et al., 2019) y la ovina 

(He et al., 2016; T. Pini et al., 2018). También se han realizado estudios sobre 

las variaciones en el perfil proteómico de los espermatozoides en diferentes 

épocas del año en el macho cabrío (van Tilburg et al., 2014), el cerdo (Martín-

Hidalgo et al., 2020) y el caballo (Wrench et al., 2010). Sin embargo, no se 

conoce cómo varía el proteoma de los espermatozoides de carnero a lo largo 

del año, lo que sería de gran interés teniendo en cuenta que la estación 

reproductiva tiene un fuerte efecto en los resultados de fertilidad de la AI ovina 

(Kukovics et al., 2011), incluso cuando se utiliza un tratamiento hormonal para 

inducir y sincronizar el celo de las ovejas (Ungerfeld and Rubianes, 2002; 

Knights et al., 2003; deNicolo et al., 2006). 
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La aplicación de la inseminación artificial ovina es fundamental para la 

mejora genética de la especie, que repercute directamente en la sostenibilidad 

de esta ganadería al incrementar los rendimientos productivos por animal. El 

Objetivo General de esta Tesis Doctoral es diseñar nuevas estrategias de mejora 

de la inseminación artificial ovina con el fin de aumentar su difusión, 

centrándonos en la optimización de los protocolos de manejo, conservación y 

análisis de calidad del semen de carnero. 

Este Objetivo General se abordará a través de los siguientes Objetivos 

Específicos: 

1. Desarrollar un protocolo de centrifugación optimizado para los 

espermatozoides de carnero que logre un equilibrio entre su rendimiento y 

efecto sobre la calidad espermática y fertilidad. 

2. Determinar el papel del plasma seminal en el almacenamiento 

líquido a medio plazo (hasta 48 horas a 5 °C) del semen de carnero utilizando 

un modelo espermático sin interacción previa con esta sustancia 

(espermatozoides epididimarios), y estudiar los efectos de la eliminación de 

plasma seminal previa a la conservación en muestras seminales recién 

eyaculadas. 

3. Establecer el mejor momento para llevar a cabo una evaluación 

óptima de la calidad espermática en muestras seminales de carnero 

conservadas 6 horas a 15 °C, y determinar cuál es el factor responsable de la 

inestabilidad de los espermatozoides durante las primeras horas de 

conservación en estado líquido. 

4. Determinar la eficacia del estudio del proteoma espermático del 

carnero como herramienta de evaluación de calidad espermática relacionada 

con la fertilidad. 
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La metodología empleada en cada artículo de esta Tesis Doctoral, así 

como los resultados obtenidos en cada uno de ellos, se describirán en detalle 

en el capítulo correspondiente.  

Las Publicaciones I y II se centran en evaluar el rendimiento de diferentes 

protocolos de centrifugación y sus efectos sobre la calidad de los 

espermatozoides de carnero en términos de motilidad y funcionalidad 

espermática, así como de fertilidad tras la AI cervical en condiciones de campo. 

La Publicación III valora el papel de SP en la conservación a medio plazo 

del semen de carnero en forma líquida, determinando los efectos sobre la 

calidad espermática de la adición de SP a espermatozoides epididimarios sin 

contacto previo con esta sustancia, y sobre la calidad espermática y fertilidad 

de la eliminación de SP del semen de carnero utilizando el protocolo de 

centrifugación seminal diseñado en la Publicación II.  

La Publicación IV evalúa la calidad de los espermatozoides de carnero a 

diferentes tiempos dentro de un protocolo de preservación a 15 °C durante 6 

horas, tanto en muestras seminales procesadas de la forma habitual, como en 

espermatozoides epididimarios suplementados con SP o/y diluyente comercial. 

La Publicación V determina las tasas de fertilidad tras la AI cervical al 

inicio y al final de la estación reproductiva de las ovejas, así como diferentes 

variables del macho (volumen testicular, libido y parámetros ecográficos) y de 

la calidad espermática, incluyendo un estudio del proteoma de los 

espermatozoides. 
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SUMMARY 

Centrifugation is routinely employed in handling the ejaculates of some species, 

but it is not part of the commonly used protocols in ram. However, the 

development and implementation of new assisted reproductive technologies, 

alternative preservation models based on washing sperm from a cellular ageing-

accelerating substance such as the seminal plasma, and basic studies in 

spermatology is associated with the use of centrifugation. This requires a 

specific evaluation of the centrifugation protocols considering the species-

specific relationship with the potential damage produced by this procedure. No 

previous studies have determined the effect of different centrifugation forces 

on ram sperm. Therefore, we aimed to assess the performance of three 

centrifugal forces (600, 3,000 and 6,000 x g for 10 min at room temperature) 

and their effects on ram sperm motility and functionality at 0 h and after 2 h 

of incubation at 37 °C. As expected, a higher cell packaging degree was 

obtained at high centrifugation forces (P ≤ 0.0001). Cell packaging was unstable 

at all centrifugal forces. Thus, there was a high cell resuspension rate after less 

than 2 min. Regarding sperm quality, there was a change in movement pattern 

of 3,000 x g and 6,000 x g centrifuged sperm after 2 h of incubation at 37 °C, 

characterized by an increase in rapid progressive motility, linearity, 

straightness, and beat frequency, and a decrease in medium progressive 

motility, curvilinear velocity, path velocity, and head lateral amplitude. Non-

significant differences were obtained among the different treatments 

concerning the total viability. However, we observed a significant increase (P 

≤ 0.05) in the percentage of viable apoptotic sperm in the samples centrifuged 

at 6,000 x g at 0 h. Centrifugal forces equal to or greater than 3,000 x g induced 

some deleterious effects in ram sperm quality, and lower forces did not provide 

a successful cell packaging degree. 

Keywords: centrifugation, ejaculate handling, ovine, semen. 
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SUMMARY 

The optimization and implementation of artificial insemination (AI) in sheep is 

necessary to increase the livestock productivity through enhanced control of 

reproductive function. Sperm centrifugation is a common procedure in the 

ejaculate handling in AI and other assisted reproductive technologies (ART), as 

part of new methods of sperm analysis, selection or preservation. However, our 

research group previously established that this simple procedure might cause a 

large sperm loss and induce deleterious effects on the sperm function of the 

ovine species when high centrifugation forces are employed. To our knowledge, 

there are no studies on combined effect of extender and different centrifugal 

forces on ram sperm yield and quality. Furthermore, evidence of in vivo fertility 

rate using sperm obtained with various centrifugation forces is also lacking in 

this species. Thus, the objective of this work was to define the ideal conditions 

for ram semen centrifugation that will achieve the best quantity and quality 

sample to ensure unaffected fertilization ability of centrifuged ram sperm. The 

Experiment 1 evaluated the effect of the centrifugation procedure of two 

extenders (INRA 96® and Tyrode's) and two cooling protocols (Rapid and Slow 

Refrigeration −35 °C to 15 °C−) on sperm recovery rate and quality (motility 

and kinetic parameters, viability, apoptosis and mitochondrial activity). INRA 

96® combined with Slow Refrigeration and Tyrode's at room temperature 

registered the highest sperm recovery and quality values (P ≤ 0.05). In 

Experiment 2, the influence of three centrifugal forces (600, 1,200 and 6,000 x 

g for 10 min) was assessed immediately after centrifugation on the technical 

performance and sperm functionality in diluted samples with INRA 96® and 

Tyrode's at the conditions set out in Experiment 1. The lowest pellet weight (P 

≤ 0.05) without harmful effect on sperm physiological status (P > 0.05) was 

achieved at 1,200 x g, since 6,000 x g induced sperm motility damage (P ≤ 0.05) 

with both extenders. Finally, to ensure the total safety of the centrifugation 

protocol, Experiment 3 tested in a combined in vitro and in vivo test the effect 

of these three centrifugal forces on ram sperm quality after dilution (INRA 96®) 

and liquid storage (6-8 h at 15 °C). The damage produced by 6,000 x g on sperm 

motility (P ≤ 0.05) was maintained over time, coinciding with a lower fertility 

(P ≤ 0.05). In conclusion, ram sperm can be centrifuged in INRA 96® extender 
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up to 1,200 x g for 10 min at 15 °C as secure values with high recovery rates 

and without detrimental effects on sperm quality and fertility. 

Keywords: artificial insemination, cooled semen, ejaculate centrifugation, 

fertility, ovine, sperm handling. 
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SUMMARY 

Long-term exposure of sperm to seminal plasma (SP) during liquid storage could 

negatively impact sperm quality in most farm animals. Washing sperm from SP 

has been proposed to prolong sperm useful life during medium-term liquid 

preservation in an attempt to optimize artificial insemination protocols in the 

ovine species. Because of the scarce and conflicting information on SP 

withdrawal for ram sperm refrigeration, this study aimed to investigate the role 

of the SP in the medium-term preservation of ram sperm in liquid form. To this 

end, in Experiment 1 SP was added to ram epididymal sperm without previous 

contact with this substance at the beginning or at the end of a 48-hour 

preservation protocol at 5 °C. Extended sperm showed better results in the 

absence than in the presence of SP in most sperm quality parameters after 48 

hours. Moreover, a final SP supplementation of this experimental group resulted 

in the highest sperm motility and kinetic parameters, viability and 

mitochondrial activity. This demonstrated that SP privation could be beneficial 

in a medium-term ram sperm preservation protocol in liquid form, as well as a 

final supplementation. Therefore, we conducted Experiment 2 to evaluate the 

effect of SP removal from freshly ejaculated ram semen under the same storage 

conditions as in Experiment 1. Surprisingly, SP withdrawal appeared to impair 

sperm functionality, leading to increased apoptosis and decreased 

mitochondrial activity after 24 and 48 hours at 5 °C. Conversely, a final SP 

supplementation of the ejaculate processed as usual had positive effects on 

sperm quality and fertility. To summarize, although SP absence proved to be 

beneficial in a medium-term liquid preservation protocol (up to 48 hours at 5 

°C) in ram epididymal sperm, the lack of this finding in ram semen under the 

same preservation protocol indicates the possible failure of the SP removal 

method. Meanwhile, a SP supplementation at the end of the liquid preservation 

protocol has proven beneficial reaching a compromise between in vitro sperm 

quality and field fertility. These findings highlight the modulating role of SP on 

ram sperm quality and fertilization ability and pave the way for the 

improvement of medium-term semen preservation in the ovine species. 

Keywords: cooled semen, epididymal sperm, ram, semen preservation, seminal 

plasma removal. 
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SUMMARY 

Accurate assessment of ram sperm quality is crucial to optimizing assisted 

reproductive technologies in sheep. However, semen preservation can induce 

sperm damage due to osmotic, biochemical, and thermal stress. Stabilizing 

sperm with a suitable cooling rate and adaptation period to the extender could 

mitigate these effects for a more reliable evaluation. This study aimed to 

determine: (1) the best time to assess ram sperm quality, and (2) the factor 

responsible for the altered state of ram sperm during the first hours of liquid 

storage. In Experiment 1, ejaculated sperm were diluted and assessed for sperm 

motility and functionality at four preservation times: 0, 3, 6, and 24 h as sperm 

damage control. Both sperm motility and functionality improved after 6 h. 

Experiment 2 investigated the factor responsible for sperm quality change by 

testing the interactions of seminal plasma and extender with sperm from 

epididymides independently and in combination. The evaluation of sperm was 

performed as in Experiment 1. Sperm in groups containing the extender showed 

altered motility at 0 and 24 h, and lower functionality at 0 h. Thus, we could 

assume that extender addition initially alters ram sperm, causing sublethal 

damage that is reversible after 3 to 6 h of semen preservation. In conclusion, 

ram sperm require an adaptation time of 3 to 6 h to the extender before an 

accurate quality assessment can be conducted. This has practical implications 

for reproduction centers, enabling better workflow organization and optimal 

expression of ram sperm attributes when cervical artificial insemination is 

routinely performed. 

Keywords: cooled sperm, membrane stability, ovine, semen preservation, 

stabilization. 
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SUMMARY 

It is important to note that seasonality could affect ram reproductive 

parameters, and therefore, fertility results after artificial insemination. In this 

work, 1) we assessed fertility rates after cervical artificial insemination of 

11,805 ewes at the beginning (June 21st to July 20th) and at the end (November 

20th to December 21st) of the reproductive season in the Assaf breed for the last 

four years, and 2) we aimed to identify male factors influencing the different 

reproductive success obtained depending on the time at the mating season in 

which ovine artificial insemination was performed. For this purpose, we 

evaluated certain ram reproductive and ultrasonographical parameters as well 

as we performed a multiparametric and proteomic sperm analysis of 6-19 rams 

at two very distant points in the mating season (July as Early Breeding Season 

−EBS− and November as Late Breeding Season −LBS−). Rutinary assessments 

carried out in the ovine reproduction centers (testicular volume, libido, sperm 

production and mass motility) showed non-significant differences (P ≥ 0.05) 

between both studied times, as well as the ram ultrasonographic evaluation 

(Resistive and Pulsatility Index as Doppler parameters; and pixels mean gray 

level, and hypoechoic areas percentage and density as echotexture 

parameters). However, at level of sperm functionality, although sperm quality 

appeared non-significantly lower (P ≥ 0.05) in the EBS, we identified a 

significantly different (P < 0.05) sperm proteomic profile between the 

seasonality points. The following proteins were identified with the lowest 

abundance in the EBS with a fold change > 4, a P = 2.40e-07, and a q = 2.23e-

06: Fibrous Sheath-Interacting Protein 2, Disintegrin and Metalloproteinase 

Domain-Containing Protein 20-like, Phosphoinositide-Specific Phospholipase C, 

Tektin 5, Armadillo Repeat-Containing Protein 12 Isoform X3, Solute Carrier 

Family 9B1, Radial Spoke Head Protein 3 Homolog, Pro-Interleukin-16, NADH 

Dehydrogenase [Ubiquinone] 1 Alpha Subcomplex Subunit 8, Testis, Prostate 

and Placenta-Expressed Protein, and Acyl Carrier Protein Mitochondrial. In 

conclusion, while our basic analyses on male and sperm quality showed similar 

results between the beginning and the end of the breeding season, on a 

proteomic level we detected a lower expression of sperm proteins linked to the 

energy metabolism, sperm-oocyte interactions, and flagellum structure in the 
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EBS. Probably, this different protein expression could be related to the lower 

fertility rate of Assaf ewes after cervical artificial insemination at this time. 

More importantly, sperm proteins can be used as highly effective molecular 

markers in predicting sperm fertilization ability related to intraseasonal 

variations. 

Keywords: cervical insemination, cooled semen, proteomic analysis, 

seasonality, sheep, sperm proteome. 
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La ganadería ovina ha aumentado notablemente sus beneficios en las 

últimas décadas debido a la mejora de la eficiencia reproductiva de los 

animales y a la ganancia genética resultantes de la aplicación de ART como la 

AI (Amiridis and Cseh, 2012; Naitana and Ledda, 2020). No obstante, su uso no 

está muy extendido debido a las bajas tasas de fertilidad que se obtienen en la 

AI por vía vaginal con semen descongelado como consecuencia de las 

peculiaridades estructurales y funcionales del tracto reproductor de la oveja, 

que impiden la deposición intrauterina de la dosis de AI (Naqvi et al., 1998; 

Sánchez-Partida et al., 1999; Cognié et al., 2003). Así, en situaciones 

específicas que requieren el uso de semen congelado-descongelado es necesario 

recurrir a la AI intrauterina laparoscópica para garantizar una fertilidad 

aceptable (Hill et al., 1998; Anel et al., 2005), aunque lo más habitual dentro 

de los programas comerciales es la aplicación de semen refrigerado a 15 °C 

durante 6-8 horas por vía vaginal (López-Sáez et al., 2000). Dado que estos dos 

modelos difieren sustancialmente del procedimiento de AI ideal (aplicación de 

semen descongelado por vía vaginal), es necesario desarrollar estrategias para 

mejorar los procedimientos de AI en esta especie con el fin de aumentar su 

rendimiento y difusión. 

La centrifugación es una de las técnicas más comunes en la preparación 

de muestras seminales de varias especies, tanto a nivel experimental como 

práctico (Carvajal et al., 2004). Si bien es cierto que en la especie ovina no es 

un procedimiento que se emplee con demasiada frecuencia, cobrará más 

importancia con el desarrollo e implementación de la AI y otras ART. Sin 

embargo, la centrifugación puede afectar al rendimiento de los eyaculados 

como consecuencia de la pérdida de espermatozoides que se produce al retirar 

el sobrenadante (Söderquist et al., 1999; Len et al., 2010) y del daño físico 

causado a la población espermática (Alvarez et al., 1993), que es específico de 

cada especie (Carvajal et al., 2004). Por tanto, el objetivo de la Publicación I 

y II de la presente Tesis Doctoral fue definir las condiciones ideales para la 

centrifugación del semen de carnero que lograsen un equilibrio entre su 

rendimiento y su efecto sobre la calidad espermática y fertilidad. En la 

Publicación I investigamos los efectos de tres fuerzas centrífugas (600, 3.000 y 

6.000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente) sobre la motilidad y 
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funcionalidad de los espermatozoides de carnero, así como su rendimiento 

mediante la determinación del grado de compactación celular. Para empezar, 

realizamos un estudio de correlación de Pearson para averiguar si la motilidad 

masal o la concentración espermática de los eyaculados afectaba a dicho grado 

de compactación. Nuestra hipótesis era que la respuesta al protocolo de 

centrifugación podía ser diferente en función del macho, al igual que ocurre en 

el oso pardo (Alvarez, Nicolas, et al., 2012), y en el carnero en aspectos como 

la congelabilidad (Ramón, Pérez-Guzmán, et al., 2013). Esta hipótesis se 

descartó al obtener coeficientes de correlación de Pearson (r) no significativos 

inferiores a ± 0,59 en todos los casos. Así, observamos que el grado de 

compactación celular aumentaba significativamente a medida que aumentaba 

la fuerza centrífuga, obteniendo un grado de compactación máximo a 6.000 x 

g. Por su parte, la concentración de espermatozoides en la superficie del 

sobrenadante inmediatamente después del proceso de centrifugación fue 

alrededor de 0 en todas las fuerzas centrífugas. Sin embargo, a los 2 minutos 

está concentración aumentó considerablemente en todos los grupos 

experimentales, pero especialmente y como era de esperar, en las muestras 

centrifugadas a 600 x g. Esto indicaba que la compactación celular era 

inestable, e incluso fue posible visualizar la rapidez con la que se deshizo el 

pellet, probablemente debido a la elevada motilidad de los espermatozoides 

de carnero, apreciable incluso macroscópicamente tal y como describió 

Rothschild (1948). Lo anterior dificultaría el manejo de los eyaculados en los 

centros de reproducción, debido al poco tiempo disponible para eliminar el 

sobrenadante antes de la resuspensión del pellet, resultando en una 

considerable pérdida de espermatozoides. A su vez, los análisis de calidad 

espermática mostraron un cambio en el patrón de movimiento de los 

espermatozoides centrifugados a 3.000 y 6.000 x g tras someter las muestras a 

una prueba de estrés térmico (incubación a 37 °C durante 2 horas), 

caracterizado por un aumento en el porcentaje de espermatozoides progresivos 

rápidos (FPM), linealidad (LIN), rectitud (STR), y frecuencia de batido del 

flagelo (BCF), y una disminución del porcentaje de espermatozoides progresivos 

medios (MPM), velocidad curvilínea (VCL), velocidad de trayectoria (VAP), y 

amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH). Tradicionalmente, una 
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alta VCL y ALH y una baja LIN u oscilación (WOB) se han empleado como 

marcadores cinemáticos del estado de hiperactivación espermática, que viene 

determinado por cambios en el patrón de batido flagelar, aunque las tendencias 

observadas en dicho estado son opuestas a las obtenidas en nuestro trabajo 

(Mortimer, 1997; Cancel et al., 2000). La hiperactivación se ha utilizado a su 

vez como marcador del estado de capacitación espermática en varias especies 

de mamíferos, como el hámster (Yanagimachi, 1970), el ratón (Fraser, 1977), 

la cobaya (Yanagimachi, 1972; Barros et al., 1973), el conejo (Cooper et al., 

1979), el murciélago (Lambert, 1981), el delfín (Fleming et al., 1981), el perro 

(Mahi and Yanagimachi, 1976), el carnero (Cummins, 1982) y el ser humano (Kay 

and Robertson, 1998). En consecuencia, podríamos pensar que fuerzas 

centrífugas elevadas inhiben la capacidad de hiperactivación y capacitación de 

los espermatozoides de carnero, muy importantes para la fecundación 

(Mortimer, 1997). Esta idea se ve respaldada en parte por el aumento de FPM a 

ambas fuerzas centrífugas, ya que las trayectorias no hiperactivas y progresivas 

son equivalentes según estudios previos en diferentes especies (Mortimer, 

1997). Los espermatozoides hiperactivados suelen moverse en grandes círculos 

debido al patrón asimétrico de batido flagelar, lo que reduce su movimiento 

progresivo (Kay and Robertson, 1998). No obstante, para demostrar esta teoría 

serían necesarios nuevos estudios que analicen la capacitación espermática a 

estas fuerzas centrífugas. Con respecto a la evaluación de la funcionalidad 

espermática, en la última década se han desarrollado numerosos protocolos de 

citometría de flujo que han permitido la evaluación simultánea de múltiples 

parámetros mediante la combinación de diferentes sondas (Peña et al., 2016; 

Gil et al., 2018). Determinar la integridad de la membrana plasmática de los 

espermatozoides es fundamental, ya que esta estructura les protege de las 

amenazas extracelulares y les permite adaptarse a una gran variedad de 

condiciones fisiológicas, como la capacitación y la reacción acrosómica 

(Gadella, 2008; Tapia et al., 2012). El uso de Zombie Violet™ Fixable Viability 

Kit nos permitió identificar los espermatozoides viables a través de la integridad 

de su membrana, no observándose diferencias en la viabilidad total entre las 

diferentes fuerzas de centrifugación. Sin embargo, el protocolo de 

centrifugación para los espermatozoides de carnero debe optimizarse para que 
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la motilidad y la viabilidad no se vean alteradas, teniendo en cuenta otros 

parámetros importantes en la conservación espermática, como la muerte 

prematura por apoptosis, que puede comprometer la capacidad de fecundación 

del espermatozoide (Said et al., 2006; Dogan et al., 2013). La apoptosis es un 

proceso importante en el desarrollo de las células germinales masculinas, ya 

que organiza su producción y funcionalidad desde las primeras etapas de 

diferenciación gonadal hasta el momento de la fecundación (Aitken and Baker, 

2013). Así, puede activarse como mecanismo de eliminación de 

espermatozoides anormales, con daños en el DNA o pérdida en el potencial de 

membrana mitocondrial (Barroso et al., 2006), pero también en respuesta a 

estrés o agresiones ambientales (Martí et al., 2006). Además, se ha observado 

que la alteración de los procesos apoptóticos está estrechamente relacionada 

con la infertilidad masculina (Lin et al., 1997; Sinha Hikim et al., 1998). Entre 

los métodos utilizados para detectar la apoptosis espermática se incluye el 

análisis de las caspasas activadas, como en el caso del CellEvent™ Caspase-3/7 

Green Detection Reagent. En este análisis más exhaustivo, las caspasas 3 y 7, 

proteasas de cisteinil-aspartato que ejecutan la descomposición de proteínas 

estructurales y del DNA, se activaron en un mayor porcentaje de 

espermatozoides en las muestras centrifugadas a 6.000 x g inmediatamente tras 

la centrifugación. Por último, también fue interesante el uso de CellROX™ Deep 

Red, ya que las mitocondrias son muy sensibles al estrés espermático (Ortega-

Ferrusola et al., 2008, 2009). En este sentido, el porcentaje de 

espermatozoides viables con alto contenido en ROS, y en concreto en anión 

superóxido, mostró una tendencia a la baja a medida que aumentaba la fuerza 

de centrifugación. Esto podría ser algo negativo, ya que la producción de anión 

superóxido se ha relacionado con una intensa actividad mitocondrial en lugar 

de con estrés oxidativo en espermatozoides (Plaza Davila et al., 2015), aunque 

la localización de las ROS es otro factor a tener en cuenta. Dichos compuestos 

pueden localizarse en las mitocondrias como consecuencia de su actividad, pero 

también en el núcleo induciendo daños en el DNA (Valcarce and Robles, 2016). 

En nuestro estudio, la distribución de ROS se observó mediante microscopía 

confocal, confirmando únicamente la tinción de la pieza intermedia de los 

espermatozoides, lugar donde se encuentran las mitocondrias. Por ello, 
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concluimos que las fuerzas centrífugas altas reducían la actividad mitocondrial 

de los espermatozoides de carnero y asumimos esto como un efecto negativo, 

pues en caballos se ha demostrado que los espermatozoides más fuertes tienen 

una intensa actividad mitocondrial, y que las mitocondrias constituyen el 

epicentro de regulación de la mayoría de los procesos que permiten al 

espermatozoide mantenerse en un estado óptimo (Peña et al., 2009). Es decir, 

que fuerzas de centrifugación iguales o superiores a 3.000 x g durante 10 

minutos a temperatura ambiente inducen daños en la funcionalidad de los 

espermatozoides de carnero sin que se logre una compactación celular 

adecuada. En este escenario, dentro de la Publicación II, analizamos diferentes 

factores que podrían mejorar las tasas de recuperación espermática: la 

refrigeración rápida o lenta, y el empleo de un medio de dilución transparente 

como el Tyrode’s en lugar del INRA 96® para facilitar la visualización de la 

interfase entre el sobrenadante y el pellet. El frío se ha utilizado para 

inmovilizar los espermatozoides antes de la centrifugación del semen en caballo 

(Cochran et al., 1984; Vidament et al., 2000) y macho cabrío (Ritar and 

Salamon, 1982), ya que los espermatozoides refrigerados tienen un 

metabolismo más bajo que dificulta su movimiento (Vishwanath and Shannon, 

2000). Atendiendo a los resultados obtenidos en estas especies, la refrigeración 

de las muestras seminales de carnero previamente a su centrifugación podría 

traducirse en una mayor compactación celular, y por tanto, en menores 

pérdidas espermáticas (Cochran et al., 1984). Como era de esperar, el grado 

de compactación celular y la pérdida de espermatozoides con INRA 96® fueron 

significativamente mayores y menores, respectivamente, cuando las muestras 

se sometían a refrigeración, ya fuera rápida o lenta, sin modificar ninguno de 

los parámetros de motilidad y funcionalidad espermática estudiados. Con 

Tyrode’s, por el contrario, no existieron diferencias en el rendimiento, pero la 

motilidad total (TM) y progresiva (PM), así como la viabilidad, fueron 

significativamente inferiores en ambos protocolos de centrifugación que 

incluían una refrigeración previa. Los espermatozoides de carnero son más 

sensibles al shock por frío que los de otras especies como los humanos, monos 

o conejos (Muiño-Blanco et al., 2008), por lo que la composición de los 

diluyentes es fundamental para una buena refrigeración (Quan et al., 2016). El 
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INRA 96®, además de incluir sales, azúcares y antibióticos, también tiene NPPC 

(α, β y κ-caseínas), que previene el daño causado por el shock por frío en los 

espermatozoides (Bergeron and Manjunath, 2006) al reducir la pérdida de 

lípidos de la membrana espermática (Manjunath, 2012). En lo que respecta al 

Tyrode’s, se había observado que la incubación de espermatozoides de toro y 

cerdo en una solución de base iónica a baja temperatura disminuía su motilidad 

y viabilidad (Maxwell and Johnson, 1997; Barati et al., 2011), ya que el 

bicarbonato induce la desestabilización de la membrana espermática (Harrison 

and Gadella, 2005). La reducción de la temperatura afecta a la actividad de la 

bomba de Na+/K+ de manera que aumenta la concentración intracelular de Na+, 

lo que es perjudicial para la supervivencia de los espermatozoides (Vishwanath 

and Shannon, 2000). Nuestros resultados confirmaron que el Tyrode’s tampoco 

protege a los espermatozoides de carnero de la refrigeración. Sin embargo, 

incluimos este diluyente en nuestro trabajo porque se había demostrado que la 

centrifugación en medios transparentes mejoraba las tasas de recuperación sin 

efectos perjudiciales sobre la calidad espermática en el caballo (Ecot et al., 

2005; Knop et al., 2005). De hecho, la pérdida de espermatozoides en las 

muestras control sin refrigerar fue significativamente menor con el Tyrode’s 

que con el INRA 96®, lo que confirma que la centrifugación en un medio 

transparente mejora el rendimiento de la técnica al permitir una mejor 

visualización de la interfase entre el sobrenadante y el pellet. No obstante, las 

muestras diluidas con Tyrode’s mostraron cambios en el patrón de motilidad 

incluso a temperatura ambiente, que coincidían con los registrados por Rigby 

et al. (2001) en la especie equina en presencia de SP, sugiriendo una aparente 

interacción entre el SP y la composición del diluyente. Padilla y Foote (1991) 

hipotetizaron que esta interacción estaba condicionada por la relación Na+/K+ 

en el SP, pero esta relación puede variar entre especies, entre machos dentro 

de una misma especie, e incluso entre eyaculados de un mismo macho (Killian 

et al., 1993; Aurich et al., 1996). Así, en base a todo lo anterior, definimos 

como condiciones óptimas para llevar a cabo la centrifugación del semen de 

carnero el uso de INRA 96® como diluyente y la refrigeración lenta previa a la 

centrifugación, al coincidir además con lo empleado de forma habitual en los 

programas comerciales de AI en esta especie. Alternativamente, si no se 
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dispone del equipamiento necesario para llevar a cabo este protocolo, 

propusimos el uso de Tyrode’s a temperatura ambiente, ya que no difirió 

significativamente del INRA 96® combinado con una refrigeración lenta en 

ninguno de los parámetros de calidad espermática estudiados. A continuación, 

evaluamos el efecto de tres fuerzas de centrifugación (600, 1.200 y 6.000 x g 

durante 10 minutos) utilizando ambos diluyentes en las condiciones 

seleccionadas previamente. A nivel de pérdidas espermáticas, los dos 

diluyentes fueron altamente efectivos a todas las fuerzas centrífugas, algo 

normal cuando los procedimientos se habían optimizado para ello en el paso 

anterior. En cambio, el peso del pellet registró una disminución a fuerzas de 

centrifugación más bajas con el INRA 96® que con el Tyrode’s (1.200 vs. 6.000 

x g). Esto es importante de cara al desarrollo de nuevos métodos de 

conservación espermática que consideran la eliminación del SP, tal y como se 

plantea en la Publicación III de esta Tesis Doctoral, o para estudios de fisiología 

espermática. En cuanto a la funcionalidad de los espermatozoides, al igual que 

en el Publicación I, observamos que la centrifugación a 6.000 x g inducía algunos 

daños con ambos diluyentes, mientras que las muestras centrifugadas a 600 y 

1.200 x g mantenían una calidad espermática similar a las muestras control sin 

centrifugar. Teniendo en cuenta además los resultados obtenidos a nivel de 

rendimiento, establecimos como óptima la centrifugación a 1.200 x g en INRA 

96®, pero diseñamos una prueba de fertilidad de campo utilizando el semen 

centrifugado tras su almacenamiento líquido a 15 °C durante 6 horas para 

garantizar la total seguridad del protocolo de centrifugación. Hasta ahora, el 

efecto de la centrifugación sobre la capacidad fecundante de los 

espermatozoides de distintas especies se ha estudiado poco, y se han obtenido 

resultados incoherentes y contradictorios. La fertilidad del caballo (Pickett et 

al., 1975) y del gallo (Sexton, 1973) no se vio afectada por fuerzas centrífugas 

bajas (310 x g durante 3 minutos y medio y 552 x g durante 10 minutos, 

respectivamente), pero la fertilidad del toro se redujo significativamente 

cuando el semen se centrifugó a 270 x g durante 3 minutos (Pickett et al., 

1975). En el carnero observamos que las fuerzas de centrifugación bajas no 

tenían efecto sobre la capacidad fecundante de los espermatozoides, pero que 

tanto fertilidad como fecundidad disminuían a 6.000 x g, coincidiendo con una 
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reducción significativa de FPM y LIN. Varios trabajos realizados hasta la fecha 

han encontrado relación entre la fertilidad in vivo y la motilidad espermática 

in vitro utilizando técnicas de evaluación visual o computerizada (CASA) en 

humanos (Macleod and Irvine, 1995), conejos (Brun et al., 2002), caballos 

(Love, 2011), cerdos (Holt et al., 1997; Tardif et al., 1999; Gadea, 2005; 

Broekhuijse et al., 2012; Henning et al., 2014), toros (Farrell et al., 1998; 

Januskauskas et al., 2003; Kasimanickam et al., 2007) y carneros (David et al., 

2015; Yániz et al., 2015). En los estudios más antiguos se utilizaban la TM o PM 

como indicadores de calidad y fertilidad. Sin embargo, en los últimos 20 años 

se han identificado diferentes subpoblaciones espermáticas en distintas 

especies de mamíferos, como el hámster (Holt, 1995), la gacela (Abaigar et al., 

1999), el ciervo rojo (Martinez-Pastor, Diaz-Corujo, et al., 2005), el perro 

(Rigau et al., 2001), el caballo (Quintero-Moreno et al., 2003), el cerdo (Holt 

et al., 1996; Abaigar et al., 1999; Hirai et al., 2001; Thurston et al., 2001) y el 

carnero (Bravo et al., 2011), basándose en las características de motilidad de 

los espermatozoides individuales. En este sentido, la presencia de una 

subpoblación rápida y lineal se ha propuesto como buen indicador de la calidad 

(Martinez-Pastor, Garcia-Macias, et al., 2005; Martínez-Pastor et al., 2011) y 

de la fertilidad (Ramón, Soler, et al., 2013) de la muestra seminal, ya que los 

espermatozoides implicados en el proceso de fecundación deben ser capaces 

de recorrer rápidamente el tracto reproductor de la hembra para llegar al 

ovocito (David et al., 2015). Por ello, la predominancia de una subpoblación 

lenta y no lineal a 6.000 x g sería un buen indicador de baja eficiencia 

reproductiva. 

La Publicación III de la presente Tesis Doctoral pretendió determinar el 

papel del SP en la conservación a medio plazo del semen de carnero, puesto 

que se ha sugerido que la exposición prolongada de los espermatozoides al SP 

durante el almacenamiento líquido puede ser perjudicial para su integridad y 

función en la mayoría de los animales de granja (Höfner et al., 2020), pero 

existen pocos estudios y con resultados contradictorios acerca de la retirada de 

SP en los protocolos de conservación seminal mediante refrigeración en esta 

especie (Mata-Campuzano et al., 2015; Rajani K. Paul et al., 2018; Rajabi-

Toustani et al., 2021). Con este fin, evaluamos en primer lugar el efecto de la 
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adicción de SP autólogo (derivado del mismo carnero que los espermatozoides) 

a espermatozoides epididimarios al inicio de un protocolo de preservación a 5 

°C durante 48 horas. En la cola del epidídimo los espermatozoides permanecen 

inmóviles, metabólicamente inactivos y en un estado de latencia debido a un 

bajo pH, una alta tensión de CO2, una baja tasa de Na+/K+, y la presencia de 

inhibidores específicos de la motilidad espermática (Carr and Acott, 1984). En 

el momento de la eyaculación, los espermatozoides epididimarios se mezclan 

con el SP, y esto activa su actividad metabólica y su motilidad como resultado 

de la dilución de los factores inhibidores y del aporte de sustancias activadoras 

específicas como iones inorgánicos, ácido cítrico, sales orgánicas, proteínas, y 

azúcares para la respiración aeróbica y anaeróbica (Mann, 1964). Así, 

esperábamos que el grupo experimental con SP añadido tuviera una mayor 

motilidad y funcionalidad espermática que el grupo control sin SP. Sin embargo, 

el grupo control mostró mejores resultados que el grupo con SP en la mayoría 

de los parámetros de calidad espermática determinados tras 48 horas a 5 °C, 

sin existir diferencias entre ambos grupos a las 24 horas. Nuestros resultados 

concuerdan con toda la bibliografía existente sobre la suplementación con SP 

de los espermatozoides epididimarios de carnero durante el almacenamiento 

líquido, independientemente de la temperatura. Rickard y colaboradores 

(2014) demostraron que la presencia o ausencia de SP no tenía ningún efecto 

sobre la motilidad de los espermatozoides epididimarios de carnero 

inmediatamente después de su recogida o en un corto período de tiempo (6 

horas a 37 °C), tal y como observamos nosotros. Por otra parte, Dott et al. 

(1979) señalaron que la suplementación de espermatozoides epididimarios de 

carnero con SP tenía un primer efecto estimulante y después perjudicial sobre 

la motilidad (tras una incubación de 22 horas a 30 °C). Por último, Rajabi-

Toustani et al. (2021) observaron mayores porcentajes de motilidad e 

integridad de membrana en los espermatozoides epididimarios de carnero en 

ausencia de SP a las 36 horas de almacenamiento a 5 °C. Todos estos resultados 

evidencian el efecto negativo de la exposición prolongada al SP sobre la función 

espermática in vitro. Ahora bien, dado que el SP tiene un papel regulador en la 

capacitación espermática y en la reacción acrosómica, en la interacción 

espermatozoide-ovocito (Luna et al., 2015), y en la respuesta inmune de la 
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hembra frente a los espermatozoides y al embrión (Robertson, 2005, 2007), 

creímos necesario simular lo que ocurre en la monta natural mediante una 

suplementación final con SP durante un breve período de tiempo (30 minutos). 

En este sentido, observamos que las muestras privadas de SP durante el 

almacenamiento y suplementadas al final del mismo presentaban mayor 

motilidad y parámetros cinéticos que el resto de grupos a las 48 horas, así como 

mayor viabilidad y actividad mitocondrial. Esto podría explicarse porque se ha 

comprobado que las proteínas del SP revierten los daños causados por el shock 

por frío en la membrana de los espermatozoides de carnero (Barrios et al., 

2000), mejorando incluso características de los espermatozoides congelados-

descongelados como la motilidad, el estado de capacitación y la habilidad para 

atravesar el moco cervical in vitro (El-Hajj Ghaoui et al., 2007; Bernardini et 

al., 2011). Es decir, que la privación de SP sí que parece ser beneficiosa durante 

un protocolo de conservación a medio plazo en forma líquida del semen de 

carnero, así como una suplementación final con el mismo. En un segundo paso 

intentamos corroborar esto evaluando el efecto de la eliminación de SP del 

semen de carnero en las mismas condiciones de almacenamiento (48 horas a 5 

°C) utilizando el protocolo de centrifugación diseñado en la Publicación II, tanto 

a nivel de calidad espermática como de fertilidad tras la AI cervical. 

Sorprendentemente, no se observaron cambios en la motilidad al retirar el SP 

en ningún tiempo de evaluación, y la retirada de SP fue perjudicial para la 

funcionalidad espermática, al aumentar la apoptosis y disminuir la actividad 

mitocondrial tras 24 y 48 horas a 5 °C. Este efecto negativo sobre la calidad de 

los espermatozoides de carnero privados de SP también fue señalado por Mata-

Campuzano et al. (2015). Estos autores describieron una menor PM, tanto a las 

3 como a las 24 horas de almacenamiento a 15 °C, en las muestras privadas de 

SP, sin obtener diferencias en la viabilidad espermática. En cambio, los 

resultados de nuestro trabajo y los de Mata-Campuzano y colaboradores difieren 

de los de Paul et al. (2018) y Rajabi-Toustani et al. (2021), que demostraron 

que la mayoría de los parámetros de motilidad y cinética espermática, así como 

la viabilidad, la integridad de membrana y el recuento de espermatozoides no 

capacitados mejoraban en los grupos sin SP. Este hecho podría explicarse 

teniendo en cuenta los diferentes métodos utilizados para retirar el SP. Es 



Discusión General 

73 

 

posible que nuestro protocolo de eliminación del SP sea menos eficaz que los 

protocolos basados en una dilución elevada (1:15 y 200 x 106 

espermatozoides/mL), seguida o no de una centrifugación a 150 x g durante 10 

minutos a temperatura ambiente (Rajani K. Paul et al., 2018); o en una 

centrifugación del eyaculado a 720 x g durante 10 minutos a temperatura 

ambiente (Rajabi-Toustani et al., 2021). No obstante, ninguno de los métodos 

utilizados en los artículos mencionados podría aplicarse en condiciones de 

campo. Debido a la compleja anatomía del cuello uterino de la oveja, la dosis 

de semen para la AI cervical debe tener un volumen bajo (< 0,25 mL) y un 

número de espermatozoides elevado (400 x 106 espermatozoides) con el fin de 

evitar un posible reflujo (Cseh et al., 2012). Así, la eliminación del efecto del 

SP sólo mediante una dilución elevada no sería una opción viable en los 

programas comerciales de AI debido al elevado volumen y a la baja 

concentración espermática implicados. Por su parte, la centrifugación a bajas 

fuerzas centrífugas a temperatura ambiente, precedida o no de las altas 

diluciones, quedaría descartada por la gran pérdida de espermatozoides que 

lleva asociada, como ya se discutió en la Publicación I. Con respecto a la 

suplementación final con SP, observamos nuevamente su efecto positivo. En 

este caso, tanto el grupo control preservado en presencia de SP como el grupo 

al que se le había retirado, mostraron una mejor LIN, viabilidad, apoptosis y 

actividad mitocondrial al recibir una suplementación final a las 48 horas. A las 

24 horas, en cambio, el grupo control suplementado presentó la FPM, LIN y 

funcionalidad mitocondrial más altas, y la apoptosis más baja. Los resultados 

de fertilidad respaldaron los del análisis in vitro de calidad espermática. La 

suplementación con SP del eyaculado procesado de la forma habitual mejoró la 

tasa de preñez en las ovejas inseminadas con semen almacenado a 5 °C durante 

24 horas, alcanzando además niveles similares a los de las seis horas (36,1% vs. 

50,0%). Este aumento en la fertilidad tras un protocolo de conservación seminal 

de 24 horas añadiendo un 30% de SP ya había sido observado anteriormente por 

López-Pérez y Pérez-Clariget (2012) utilizando un diluyente a base de TRIS y 

yema de huevo, con la diferencia de que el SP se añadió en el momento de la 

dilución del semen, al inicio del protocolo de conservación. Por otra parte, 

Maxwell y colaboradores (1999) registraron porcentajes similares de ovejas 
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gestantes tras la AI con semen fresco en ausencia o presencia de un 30% de SP 

en el medio. Igualmente, Belibasaki et al. (2005) tampoco detectaron cambios 

en el porcentaje de ovejas paridas, pero sí un aumento en el número de crías 

utilizando semen de carnero diluido con un 50% de leche desnatada y un 50% de 

SP y almacenado 6 horas a 16 °C en la AI intracervical en el pico de la estación 

reproductiva, lo que indicaría que la suplementación con SP puede influir en 

cierta medida en la fertilidad de las ovejas o en la capacidad fecundante del 

semen de carnero. 

Por último, la Publicación IV y V se centraron en la optimización de los 

protocolos de evaluación de la calidad seminal en el carnero, con el fin de poder 

predecir con mayor exactitud la fertilidad de una muestra seminal. La 

conservación seminal es una ART esencial, ya que permite el transporte del 

semen a larga distancia y aumenta el número de hembras que pueden 

inseminarse por eyaculado, acelerando en última instancia la mejora genética 

(Brinsko, 2006). Una técnica de conservación seminal óptima debería mantener 

la capacidad fecundante de los espermatozoides desde la eyaculación hasta su 

utilización, y esto suele comprobarse mediante análisis laboratoriales de 

calidad espermática (Salamon and Maxwell, 2000; Dziekońska and Partyka, 

2023). En la última década se han desarrollado métodos más sofisticados, 

altamente cuantitativos, repetibles y sensibles para lograr evaluaciones más 

precisas con el fin de eliminar aquellos animales infértiles o subfértiles, y 

seleccionar los eyaculados de alto potencial fecundante para uso en la AI ovina 

(Rodríguez-Martínez, 2003). Estos análisis más avanzados incluyen la 

determinación de la motilidad espermática mediante el sistema CASA y una 

gran variedad de colorantes fluorescentes para su uso en microscopía de 

fluorescencia y/o citometría de flujo (Gillan et al., 2005; Petrunkina et al., 

2007; Martínez-Pastor et al., 2010). Sin embargo, a pesar del uso de estas 

técnicas de evaluación, nuestro grupo de investigación ha observado que la 

evaluación de la calidad espermática en el carnero en un momento próximo a 

la recogida seminal es inexacta, ya que mejora con el tiempo. Tras la recogida 

seminal, el semen se diluye en diferentes diluyentes en función de la especie, 

el uso, la temperatura y la duración de conservación requeridos (Gündoǧan, 

2009; Dziekońska and Partyka, 2023). La elección de un diluyente adecuado es 
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fundamental para minimizar los daños asociados a la conservación seminal, ya 

que el diluyente es el responsable de proteger a los espermatozoides del shock 

osmótico y térmico al mantener un pH y una capacidad tampón adecuados 

(Rizkallah et al., 2022). Existen resultados contradictorios sobre la eficacia de 

diferentes diluyentes en la conservación del semen de carnero (Maxwell and 

Salomon, 1993), aunque los medios a base de TRIS y leche desnatada son los 

más utilizados (Roostaei-Ali Mehr et al., 2013). Como ya se ha comentado, el 

INRA 96® es el diluyente utilizado para conservar el semen ovino dentro de los 

programas comerciales de AI en España y en otros países mediterráneos, ya que 

es el más eficaz para prolongar la vida útil de los espermatozoides refrigerados 

al reducir la pérdida de lípidos de la membrana plasmática a través del NPPC 

(Pellicer-Rubio and Combarnous, 1998; Bergeron and Manjunath, 2006). Una vez 

diluido, el semen de carnero se refrigera progresivamente hasta la temperatura 

de almacenamiento (15 o 5 °C), ya que se sabe desde hace tiempo que la 

refrigeración del semen de ungulados (especialmente cuando se baja de forma 

rápida de 30 a 5 °C) induce un estrés letal en los espermatozoides proporcional 

a la velocidad de enfriamiento y al intervalo de temperatura (Watson, 2000). 

Aunque este fenómeno, conocido como shock por frío, se manifiesta 

fundamentalmente justo después de la eyaculación puesto que los 

espermatozoides se vuelven menos sensibles en las horas siguientes (Pursel et 

al., 1972), fue descartado en el protocolo de conservación a 15 °C hasta 6 horas 

llevado a cabo en la Publicación IV, ya que los espermatozoides de carnero 

mostraron una peor calidad en las muestras sin refrigerar (0 horas). Incluimos 

además muestras seminales preservadas durante 24 horas a 5 °C como control 

positivo de daño espermático, basándonos en resultados anteriores de varios 

autores en esta especie (Albiaty et al., 2016; Falchi et al., 2018; Shi et al., 

2020). En este sentido, coincidiendo con Yániz y colaboradores (2008) 

registramos porcentajes significativamente más bajos de espermatozoides 

progresivos rápidos y con la membrana plasmática intacta en este tiempo en 

comparación con las 0 horas. Además, la motilidad en términos de TM y PM 

mejoró a las 6 horas, sin diferencias con las 3 horas de almacenamiento líquido. 

En cuanto a la funcionalidad espermática, la viabilidad alcanzó su valor más 

alto también a las 6 horas, mientras que la apoptosis y la actividad mitocondrial 
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ya eran óptimas en los espermatozoides conservados a 15 °C durante 3 horas. 

Es decir, que mientras sólo dos del total de parámetros de motilidad y cinética 

espermática estudiados (TM y PM) manifestaron una mejora, a nivel de 

funcionalidad la mejoría se observó en todos los parámetros analizados. Esto 

podría deberse a que el protocolo de tinción empleado en la evaluación por 

citometría de flujo implica una dilución elevada de los espermatozoides en un 

medio isotónico simple a base de una solución salina tamponada con fosfato 

(PBS). Harrison et al. (1982) señalaron que el efecto dilución puede ser un 

artefacto observacional debido a la tendencia de los espermatozoides vivos a 

adherirse a la superficie de los tubos en un medio sin proteínas, lo que hace 

que el muestreo de los espermatozoides libres tienda a seleccionar los muertos. 

Aunque esta tendencia podría haber afectado a los resultados de todos los 

tiempos de valoración (0 horas a 30 °C, 3 y 6 horas a 15 °C y 24 horas a 5 °C), 

Ashworth y colaboradores (1994) demostraron que los espermatozoides de 

carnero también tienden a morir tras la eliminación del SP y la dilución en un 

medio salino simple, al desestabilizarse sus membranas plasmáticas debido a 

una reducción en la concentración de los factores protectores. Esto queda 

respaldado por el hecho de que la adición de SP a espermatozoides muy diluidos 

de conejo (Castellini et al., 2000), cerdo (Caballero et al., 2004, 2006), toro 

(Garner et al., 2001) y carnero (Catt et al., 1997) mejora su viabilidad. Así 

pues, las altas tasas de dilución de la evaluación por citometría de flujo parecen 

actuar como una prueba de estrés osmótico que evidencia daños subletales en 

los espermatozoides de carnero. Además, estos daños subletales parecen ser 

reversibles, ya que no aparecen tras 3-6 horas de conservación del semen a 15 

°C. En una segunda parte pretendimos identificar el factor responsable de la 

inestabilidad de los espermatozoides de carnero durante las primeras horas de 

almacenamiento líquido. Para ello, realizamos el mismo protocolo de 

conservación a 15 °C durante 6 horas en espermatozoides epididimarios de 

carnero, es decir, en espermatozoides sin contacto previo con el SP y el 

diluyente, y establecimos cuatro grupos experimentales para testar la 

influencia de cada factor por separado: 1) espermatozoides epididimarios, 2) 

espermatozoides epididimarios con SP autólogo, 3) espermatozoides 

epididimarios con INRA 96® y 4) espermatozoides epididimarios con SP autólogo 
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e INRA 96® para simular un eyaculado procesado de la forma habitual. A 

diferencia de lo observado por Paul et al. (2018), la suplementación de 

espermatozoides epididimarios de carnero con SP no mejoró la motilidad ni los 

parámetros cinéticos. En cambio, el grupo suplementado con SP mostró 

resultados similares a los del grupo compuesto únicamente por espermatozoides 

epididimarios, una disminución de la calidad espermática a lo largo del tiempo 

similar a la sufrida en el primer paso de esta Publicación por el eyaculado 

procesado de la forma habitual. Además, los espermatozoides de los dos grupos 

que contenían diluyente presentaron una menor motilidad, parámetros 

cinéticos y funcionalidad a las 0 horas, que mejoraron significativamente tras 6 

horas a 15 °C. La adición del diluyente, sólo o en combinación con el SP, hizo 

que los espermatozoides epididimarios se comportasen de forma similar a los 

eyaculados. Así, de acuerdo con los resultados de este segundo experimento, y 

considerando que el tiempo de adaptación comenzaba cuando se diluían las 

muestras (0 horas), podríamos afirmar que la adición del diluyente actúa 

inicialmente como un factor desestabilizante de los espermatozoides de 

carnero, independientemente de su origen. Como señalaron Herold y 

colaboradores (2006), la duración del tiempo de adaptación afecta a la 

intensidad de estabilización de los espermatozoides y a su capacidad de 

mantener la homeostasis, la presión osmótica y la resistencia al frío. El SP 

contiene una familia de proteínas denominadas aglutinantes de 

espermatozoides (BSP), que influyen positivamente en la inducción de la 

capacitación espermática, un proceso esencial para la fecundación (Manjunath 

and Thérien, 2002; Lusignan et al., 2007). Sin embargo, las BSP son 

perjudiciales para los espermatozoides en el contexto de la conservación 

seminal, ya que eliminan el colesterol y los fosfolípidos de la membrana 

espermática (Manjunath et al., 2007). Plante et al. (2015) demostraron en 

cerdo, caballo y carnero que las micelas de caseína de la leche, así como la 

fracción de lipoproteínas de baja densidad (LDL) de la yema de huevo, se unen 

a las BSP libres, reduciendo la pérdida de colesterol y fosfolípidos de la 

membrana espermática durante la conservación. Este proceso de unión se 

caracteriza por ser rápido, específico, saturable y estable incluso después de la 

congelación y descongelación del semen (Desnoyers and Manjunath, 1992), y 
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podría haber ocurrido a lo largo del tiempo de adaptación al diluyente en el 

eyaculado procesado de la forma habitual y en los espermatozoides 

epididimarios suplementados con SP e INRA 96®. En cambio, en nuestro trabajo 

el grupo compuesto por espermatozoides epididimarios e INRA 96® también 

necesitó de un tiempo de adaptación al diluyente antes de expresar una calidad 

espermática óptima, lo que confirma que el proceso de estabilización de los 

espermatozoides de carnero depende en gran medida del diluyente. Por tanto, 

al igual que sugieren Anzar et al. (2011) y Paul et al. (2020) para la calidad 

post-descongelación de espermatozoides de toro y carnero criopreservados en 

un diluyente a base de yema de huevo, un tiempo de adaptación de 3-6 horas 

podría estabilizar la membrana de los espermatozoides de carnero al facilitar 

su recubrimiento con el NPPC en todos los grupos experimentales con diluyente. 

Esto último, a su vez, podría haber revertido los daños subletales observados 

en los espermatozoides de carnero cuando se realizó el análisis de la calidad 

espermática cerca del momento de la recogida seminal, especialmente por 

citometría de flujo. Estos resultados son interesantes desde un punto de vista 

práctico, al permitir una mejor organización de los centros de reproducción, y 

una expresión óptima de la calidad espermática en el momento en que se lleva 

a cabo la AI cervical de forma rutinaria. No obstante, cuando en la Publicación 

V llevamos a cabo estos análisis multiparamétricos de calidad espermática en 

espermatozoides conservados a 15 °C durante 6 horas así como una evaluación 

ultrasonográfica del complejo testicular de los carneros para intentar explicar 

las diferencias obtenidas a nivel de fertilidad entre el inicio y el final de la 

estación reproductiva, obtuvimos resultados similares entre ambos momentos. 

Fue necesario evaluar el proteoma espermático para identificar 189 proteínas 

con una expresión significativamente diferente entre ambos puntos de 

muestreo, que un análisis de enriquecimiento reveló que estaban relacionadas 

con un menor metabolismo del carbono y del citrato o ácido tricarboxílico 

(TCA), biosíntesis de aminoácidos y glucólisis/gluconeogénesis al inicio de la 

época reproductiva. Se sabe que los espermatozoides de mamífero utilizan 

monosacáridos como principal fuente de energía tanto a través de la glucólisis 

(respiración anaeróbica) como del ciclo del TCA (respiración aeróbica) 

(Rodriguez-Gil, 2006). Sin embargo, pueden utilizar una amplia gama de 
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sustratos para obtener energía, como lactato, piruvato, citrato y glicerol (Jones 

et al., 1992; Jones, 1997; Medrano et al., 2006). Nuestros resultados lo 

confirman y revelan que los espermatozoides de carnero tienen un metabolismo 

energético disminuido al inicio de la estación reproductiva. La presencia de una 

síntesis de aminoácidos alterada en este momento también requiere atención. 

Investigaciones recientes han evidenciado la síntesis de glutatión (GSH), un 

tripéptido constituido por los aminoácidos glutamato, cisteína y glicina, en 

espermatozoides humanos (Evdokimov et al., 2015) y de caballos (Ortega-

Ferrusola et al., 2019) en respuesta al estrés oxidativo. Una de las 

consecuencias del almacenamiento líquido del semen es el estrés oxidativo 

debido a una alteración en el balance de óxido-reducción o rédox debido a una 

sobreproducción de ROS y a una disminución de la capacidad antioxidante de la 

muestra (Mata-Campuzano et al., 2014). El GSH es el principal antioxidante 

encargado de la protección de las células frente al estrés oxidativo (Lu, 2013). 

Por tanto, una disminución de la síntesis de GSH al inicio de la época 

reproductiva podría conducir a un aumento del estrés oxidativo, lo que a su vez 

inhibiría la respiración mitocondrial en este momento (Opuwari and Henkel, 

2016; Alahmar, 2019). Esto queda respaldado por los menores niveles de NADH 

deshidrogenasa y proteína transportadora de acilo mitocondrial (ACP) 

detectados en la época reproductiva temprana. La NADH deshidrogenasa 

constituye el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial, que transfiere 

electrones de la NADH a la ubiquinona, proporcionando un gradiente de 

protones para producir ATP mediante la ATP sintasa. Por otra parte, la ACP se 

localiza principalmente en la matriz mitocondrial como componente 

fundamental de la ruta de síntesis de ácidos grasos al presentar intermediarios 

de la cadena acilo a los sitios catalíticos de las enzimas (Masud et al., 2019). 

De este modo, esta proteína es imprescindible para la producción de ácidos 

grasos de cadena larga, que son cruciales para mantener los niveles de 

fosfolípidos necesarios para la actividad de los complejos II, III y IV (Guler et 

al., 2008). Además, una pequeña fracción de la ACP se integra en el complejo 

I de la cadena de transporte de electrones (Cronan et al., 2005). Es decir, que 

ambas proteínas son necesarias para el buen funcionamiento de la cadena de 

transporte de electrones y están menos expresadas al inicio de la estación 
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reproductiva, coincidiendo con una disminución del metabolismo energético y 

de la síntesis de aminoácidos como el GSH. Dentro de las proteínas no 

estructurales disminuidas en este momento encontramos la familia 9B1 de 

transportadores de solutos (SLC). En la mayoría de las especies de mamíferos 

los espermatozoides experimentan un aumento de la concentración intracelular 

de Na+/HCO3- y del pH durante su recorrido por el tracto reproductor femenino 

(Chen et al., 2016). Esto es de gran importancia para la fisiología espermática, 

ya que es necesario para la posterior activación de los canales CatSper y la 

entrada de Ca2+, influyendo así en la glucólisis y en la actividad del axonema 

(Freitas et al., 2017; Pereira et al., 2017). Se sabe que son dos los tipos de 

proteínas transmembrana que están implicados en la regulación del pH 

intracelular de los espermatozoides: los transportadores de bicarbonato y los 

de protones (Lu, 2013). Entre estos últimos se encuentran los SLC de la familia 

9, comúnmente denominados intercambiadores o antiportadores de Na+/H+ 

(NHE o NHA), implicados en el intercambio de H+ intracelular por Na+ 

extracelular a través de un gradiente de concentración de membrana (Fuster 

and Alexander, 2014). La familia SLC9 se divide en tres subgrupos diferentes: 

SLC9A, SLC9B y SLC9C. En concreto, el subgrupo SLC9B está formado por dos 

isoformas: NHA1 (SLC9B1), que es específica de los testículos, y NHA2 (SLC9B2), 

que es ubicua (Xiang et al., 2007; Fuster et al., 2008; Martins et al., 2014). La 

función de NHA1 y NHA2 es bastante desconocida (Yeste et al., 2021), aunque 

parecen tener propiedades de transporte diferentes. Mientras que NHA2 se 

comporta como un intercambiador de Na+/H+, NHA1 se considera más bien un 

cotransportador de H+-Cl- (Chintapalli et al., 2015). Cambios en otras dos 

proteínas confirmaron la disminución de la capacidad de fecundación de los 

espermatozoides de carnero al inicio de la estación reproductiva. Según 

estudios realizados en ratones knockout (Cho et al., 1998; Shamsadin et al., 

1999; Nishimura et al., 2001, 2004), las desintegrinas y metaloproteinasas 

(ADAM) están implicadas en la unión del espermatozoide a la zona pelúcida del 

ovocito en el proceso inicial de adhesión de gametos. Sin embargo, el 

mecanismo de unión aún no está claro. Varios estudios en ratones han sugerido 

que el dominio desintegrina de las ADAM se une a las integrinas de la membrana 

plasmática del ovocito (Yuan et al., 1997; Bigler et al., 2000). Por otra parte, 
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estudios estructurales revelaron que la región hipervariable en el dominio rico 

en cisteína serviría como sitio adhesivo (Takeda et al., 2006; Liu et al., 2009). 

En cerdos se observó que la ADAM20 expresada en la región anterior de la 

membrana plasmática del espermatozoide participaba en la adhesión a un 

carbohidrato específico de la zona pelúcida (Mori et al., 2012). Dicha función 

explica nuestros hallazgos, ya que la fertilidad es menor en la época 

reproductiva temprana, coincidiendo con una menor expresión de esta 

proteína. La fosfolipasa C (PLC) también desempeña un papel esencial en el 

proceso de fecundación mediante el metabolismo de los fosfatidilinositol 

fosfatos (PIP). La PLC hidroliza el fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) para generar 

dos segundos mensajeros: el diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato (IP3). El 

DAG y el IP3 inician otras vías de señalización mediante la activación de la 

quinasa C (PKC) y, a su vez, la liberación de Ca2+ intracelular (Majerus et al., 

1986; Singer et al., 1997; Rhee, 2001). El Ca2+ tiene un papel esencial en la 

ejecución de la capacitación y la reacción acrosómica, que como se ha 

comentado varias veces son necesarias para la fecundación (Breitbart, 2002), y 

en la activación del ovocito, un evento fundamental para el inicio del desarrollo 

embrionario (Nomikos, Kashir, et al., 2017). La importancia de esta proteína 

específica del espermatozoide ha sido puesta de manifiesto por numerosos 

estudios clínicos que relacionan directamente defectos o deficiencias en la PLC 

humana con infertilidad (Kashir, Konstantinidis, Jones, Heindryckx, et al., 

2012; Kashir, Konstantinidis, Jones, Lemmon, et al., 2012; Escoffier et al., 

2016; Nomikos, Stamatiadis, et al., 2017; Torra-Massana et al., 2019). Así, su 

menor expresión en los espermatozoides del inicio de la estación reproductiva 

justifica la menor fertilidad obtenida en este momento. A0A6P7ETW8 codifica 

para la proteína expresada en testículos, próstata y placenta (TEPP), con 

función desconocida (Bera et al., 2003). La pro-interleucina-16 (Pro-IL-16) es 

la molécula precursora de la interleucina-16 (IL-16), una citoquina 

proinflamatoria considerada originalmente factor quimioatrayente de linfocitos 

(Center and Cruikshank, 1982). Sin embargo, además de tener un papel 

regulador en el sistema inmunitario, algunas citoquinas están directamente 

implicadas en la regulación de la función testicular (Eggert-Kruse et al., 2001). 

Se ha propuesto que son liberadas por las células germinales, de Leydig y de 
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Sertoli, epidídimo y próstata (Dousset and Hussenet, 1997), actuando como 

mediadores locales de las hormonas sexuales y reguladores paracrinos del 

proceso de espermatogénesis (Takao et al., 1990; Boockfor et al., 1994). Es 

decir, que una menor cantidad de esta proteína al inicio de la temporada de 

cría podría influir en el desarrollo de una espermatogénesis exitosa. De hecho, 

también detectamos cambios en cuatro proteínas estructurales del flagelo de 

los espermatozoides, un cilio especializado con una estructura con más de 1.000 

proteínas responsable de generar la fuerza mecánica necesaria para que los 

espermatozoides alcancen los ovocitos en el tracto genital femenino (Roy et 

al., 2004). El flagelo de los espermatozoides se divide en cuatro partes: pieza 

de unión, media, principal y final. Está compuesto por el axonema en toda su 

longitud, rodeado de estructuras adicionales conocidas como complejo peri-

axonemal, salvo la pieza final, que sólo está recubierta por la membrana 

plasmática (Kumar and Singh, 2021). Microscópicamente, el axonema es una 

estructura formada por microtúbulos que consta de nueve dobletes externos de 

microtúbulos y un par central, unidos por radios radiales (RS) y brazos de 

dineína. El complejo peri-axonemal se compone de fibras densas externas 

(ODF), fibrillas satélites, y una vaina mitocondrial (MS) en la pieza central 

(Takiguchi et al., 2011). Las tecktinas (TEKT) son proteínas constitutivas de los 

microtúbulos axonemales que parecen están implicadas en su estabilidad y 

compleja estructura (Iida et al., 2006). Hasta ahora se han identificado cinco 

TEKT (TEKT 1-5) en mamíferos (Wolkowicz et al., 2002; Iida et al., 2006; 

Murayama et al., 2008). La TEKT 5 está asociada mayoritariamente a la cara 

interna de la MS y podría ser un componente de la pieza intermedia esencial 

para la estabilidad flagelar y la motilidad de los espermatozoides (Murayama et 

al., 2008). Los RS son estructuras con forma de T que se anclan a los dobletes 

externos de microtúbulos a través su tallo (barra vertical de la T) y que 

interaccionan con las proyecciones del par central mediante la cabeza (barra 

horizontal de la T) (Curry and Rosenbaum, 1993). En estudios realizados en 

Chlamydomonas reinhardtii la purificación de los RS permitió identificar 23 

proteínas (RSP1-RSP23) (Yang et al., 2006). La proteína del radio radial 3 (RSP3) 

se encuentra entre el tallo y la cabeza del radio y desempeña un papel clave 

en su unión, actuando como armazón central de los RS y como anclaje al 
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axonema (Gui et al., 2021). Por ello, las anomalías en esta proteína se 

caracterizan por múltiples malformaciones en los flagelos, astenoteratospermia 

e infertilidad masculina (Jeanson et al., 2015; Wu et al., 2020). La proteína 

armadillo 12 (ARMC12) es una proteína de la membrana mitocondrial externa 

perteneciente a la familia ARM que se conserva evolutivamente entre especies 

y es esencial para la formación de la MS (Shimada et al., 2021). Defectos en 

esta proteína causan anormalidades morfológicas en la pieza intermedia de los 

flagelos espermáticos en humanos (Liu et al., 2022) y ratones (Shimada et al., 

2021), dando lugar, como en el caso anterior, a astenoteratospermia e 

infertilidad. La pieza principal está rodeada por la vaina fibrosa (FS), una 

estructura citoesquelética única que regula la flexión del flagelo y define la 

forma de batido del mismo (Ricci and Breed, 2005). La proteína de interacción 

con la vaina fibrosa 2 (FSIP2) es uno de los principales componentes de la FS 

(Brown et al., 2003). Se ha descrito que las mutaciones en FSIP2 causan 

múltiples anomalías morfológicas en los flagelos espermáticos e infertilidad en 

humanos (Martinez et al., 2018; Liu et al., 2019, 2021; Fang et al., 2021; Hou 

et al., 2022). Además, se ha demostrado que FSIP2 interactúa con la proteína 

de anclaje a la quinasa A 4 (AKAP4), una enzima fundamental para el 

metabolismo energético (Rahamim Ben-Navi et al., 2016). En concreto, FSIP2 

parece estar implicada en la unión de la quinasa dependiente de AMP cíclico 

(PKA) a AKAP4, situando a la PKA cerca de sus sustratos enzimáticos (Welch et 

al., 2010). Así pues, FSIP2 tiene un papel esencial en la motilidad y maduración 

de los espermatozoides (Eddy et al., 2003; Eddy, 2007), y su menor expresión 

en la época reproductiva temprana explica la menor capacidad fecundante de 

estas muestras a pesar de no haber observado diferencias a nivel de motilidad. 

De forma global, los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran la 

necesidad de optimizar los protocolos de manejo, conservación y análisis de 

calidad seminal en el carnero para diseñar estrategias realmente eficaces en la 

mejora de la AI ovina. En este sentido, profundizar en el conocimiento del perfil 

proteómico y metabolómico de los espermatozoides de carnero durante el 

almacenamiento líquido a medio plazo podría ayudarnos a llevar a cabo 

acciones más específicas con el fin de mejorar y alargar su vida útil más allá de 

las 6-8 horas actuales. 
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PRIMERA. Los espermatozoides de carnero son muy resistentes a la 

centrifugación, pudiendo ser sometidos a 1.200 x g durante 10 minutos (en INRA 

96® y a 15 °C) con altas tasas de recuperación espermática y sin efectos 

perjudiciales sobre la calidad y fertilidad en inseminación artificial cervical.  

SEGUNDA. Aunque la ausencia de plasma seminal resultó ser beneficiosa 

en un protocolo de conservación a medio plazo en forma líquida (hasta 48 horas 

a 5 °C) en un modelo espermático sin contacto previo con esta sustancia 

(espermatozoides epididimarios), la no constatación de este hecho en muestras 

seminales eyaculadas sometidas al mismo protocolo de conservación indica la 

posible ineficiencia del método de retirada de plasma seminal. 

TERCERA. Una suplementación con plasma seminal durante un breve 

período de tiempo (30 minutos) al final de un protocolo de conservación en 

forma líquida (hasta 24 horas a 5 °C) resulta beneficiosa a nivel de calidad 

espermática y de fertilidad tras la inseminación artificial cervical. 

CUARTA. Una evaluación precisa de la calidad espermática de muestras 

seminales de carnero sometidas a un protocolo estándar de conservación en 

forma líquida (6 horas a 15 °C) requiere de un periodo de adaptación al 

diluyente de entre 3 y 6 horas tras la dilución inicial. 

QUINTA. Aunque los análisis clásicos a nivel del complejo testicular de los 

carneros y de su calidad espermática fueron similares en dos momentos con 

diferentes tasas de fertilidad tras la inseminación artificial cervical (inicio y 

final de la época reproductiva), se detectó una menor expresión de proteínas 

espermáticas relacionadas con el metabolismo energético, las interacciones 

espermatozoide-ovocito y la estructura del flagelo en el momento de menor 

fertilidad. Esto podría sugerir que estas proteínas pueden ser utilizadas como 

marcadores moleculares de la capacidad fecundante de los espermatozoides de 

carnero. 
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FIRST. Ram sperm are highly resistant to centrifugation, so they can be 

subjected to 1,200 x g for 10 minutes (in INRA 96® and at 15 °C) with high sperm 

recovery rates and without detrimental effects on sperm quality and fertility in 

cervical artificial insemination. 

SECOND. Although seminal plasma absence proved to be beneficial in a 

medium-term liquid preservation protocol (up to 48 hours at 5 °C) in a sperm 

model without previous contact with this substance (epididymal sperm), the 

lack of this finding in ejaculated seminal samples under the same preservation 

protocol indicates the possible failure of the seminal plasma removal method. 

THIRD. A brief seminal plasma supplementation (30 minutes) at the end 

of a liquid preservation protocol (up to 24 hours at 5 °C) is beneficial in terms 

of sperm quality and field fertility after cervical artificial insemination. 

FOURTH. An accurate sperm quality assessment of ram semen samples 

stored in liquid form under a standard preservation protocol (6 hours at 15 °C) 

requires 3 to 6 hours of adaptation to the extender after the initial dilution. 

FIFTH. Although classical analyses of testicular complex of rams and 

sperm quality were similar at two times with different fertility rates after 

cervical artificial insemination (early and late breeding season), a lower 

expression of sperm proteins linked to the energy metabolism, sperm-oocyte 

interactions, and flagellum structure was detected at the time of lower 

fertility. This could suggest that these proteins can be used as molecular 

markers of the fertilizing ability of ram sperm. 
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Additional file 1. Representative cytograms of the assays reported in the present 
study. (a) Dot plot showing the region gated corresponds to sperm. (b) Events gated in 
(a) are now plotted against SSC-H and SSC-A for select single cells, and this region was 
further used to set the remaining populations of interest. (c) Unstained control for 
viability and apoptosis. (d) Representative dot plot confronting Zombie Violet™ (X axis) 
versus CellEvent™ Caspase-3/7 Green fluorescence (Y axis), which evidences three 
subpopulations: (1) viable non-apoptotic sperm negative for Zombie Violet™ and 
CellEvent™ Caspase-3/7 Green, (2) viable apoptotic sperm negative for Zombie Violet™ 
and positive for CellEvent™ Caspase-3/7 Green (subpopulation of interest), and (3) 
dead sperm positive for Zombie Violet™ and CellEvent™ Caspase-3/7 Green. (e) 
Unstained control for viability and mitochondrial functionality. (f) Representative 
cytogram showing relation between Zombie Violet™ (X axis) and CellROX™ Deep Red (Y 
axis) which allowed us to detect three subpopulations: (1) viable sperm with low 
mitochondrial activity negative for Zombie Violet™ and CellROX™ Deep Red, (2) viable 
sperm with high mitochondrial activity negative for Zombie Violet™ and positive for 
CellROX™ Deep Red (subpopulation of interest), and (3) dead sperm positive for Zombie 
Violet™ and CellROX™ Deep Red. 
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