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La inseminacidn artificial con semen
congelado es una herramienta indis-
pensable en el manejo del gana-
do en todo el mundo. Aunque los
protocolos para la criopreservacion
de semen de toros estan bien esta-
blecidos, se requieren mas inves-
tigaciones y mejoras para resolver
varios problemas que causan una
disminucion en la calidad del semen
y en su fertilidad después de la des-
congelacion.

El objetivo principal de esta tesis es
mejorar los protocolos de criocon-
servacion para el semen de toro. Se
han realizado varios experimentos
utilizando toros de Asturiana de los
Valles, una raza de ganado autdcto-
no espanol y también toros de la raza
Holstein. En todos los experimentos
de esta tesis el semen se evalu6
directamente después de la descon-
gelacién y después de cinco horas
de incubacioén por el sistema CASA
(Computer-Assisted Sperm Analisis)
y por citometria de flujo (viabilidad,
integridad del acrosoma, capaci-
tacién, apoptosis, determinaciéon
del potencial de membrana mito-
condrial, produccién de especies
de oxigeno reactivo citoplasmatico
(ROS) y superéxido mitocondrial, e
integridad del ADN).

En el primer experimento se evalud
el impacto de extender el tiempo de
equilibrado de 4 h a 24 h utilizando
los diluyentes BIOXcell y OPTIXcell
sobre la calidad del semen de toro
después de la descongelacion. Ade-
mas, se incluyo la adicion de 2 mM
de glutation (GSH) al diluyente de
congelacion de semen. La extension
del tiempo de equilibrado en ambos
diluyentes redujo la motilidad de
los espermatozoides después de la
descongelacion, aunque mejord su
viabilidad. La adicién de glutation
redujo ligeramente el superdxido
mitocondrial.

En el segundo y tercer experimento
se utilizaron antioxidantes no enzi-
maticos como: curcumina, crocina
y glutation y el crioprotector treha-
losa en el diluyente de congelacion
BIOXcell con el objetivo de mejorar
la calidad del semen después de la
descongelacion. Los resultados mos-
traron una reduccion en la calidad
del semen después de la descon-
gelacion cuando se suplement6 con
trehalosa a 50 mMy, especialmente,
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100 mM. La trehalosa resultd en
un ligero efecto antioxidante, redu-
ciendo ROS. El glutatidon disminuyé
la produccion del anion superdxido
mitocondrial. Sin embargo, GSH no
mejoro la calidad del esperma des-
pués de la descongelacion. A su vez,
la curcumina y la crocina tampoco
mejoraron la calidad del semen.

El objetivo del cuarto experimento
fue probar el efecto de la centrifuga-
cién en coloide de capa unica (SLC)
y de capa doble (DLC), durante la
precongelacién en semen de toro
para mejorar la calidad tras la des-
congelacion. Se utilizo el coloide
comercial BoviPure con este finy el
experimento se realizé con semen
de toros de la raza Holstein-Friesian.

Los resultados confirmaron que
tanto el SLC como el DLC mejora-
ron la motilidad y los pardmetros
fisiolégicos de los espermatozoi-
des después de la descongelacién
comparado con el grupo control.
También redujeron la fragmentacion
del DNA espermatico. Por lo tanto,
podemos concluir que SLC podria
ser adecuado para el uso practico
en centros de inseminacion, siendo
mas barato y mas facil de realizar.
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El papel de la biodiversidad en el
funcionamiento ecosistémico, que
resulta en la provisiéon de servicios
ecosistémicos en los cultivos, ha
captado la atencién de los cientifi-
cos en los ultimos anos. Acorde a
este paradigma teorico que relaciona
biodiversidad y funcionamiento eco-
sistémico (vinculo BFE) encontramos
que existe un efecto positivo de la
biodiversidad animal sobre diferen-
tes servicios ecosistémicos.

Esta tesis doctoral se centré en dos
servicios ecosistémicos que son el
control bioldgico de plagas y la poli-
nizacién, ambos de vital importan-
Cia para los cultivos. El 75 % de los
cultivos necesitan de la polinizacion
animal y todos ellos requieren una
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gestion adecuada de las plagas para
conseguir una produccion rentable y
sostenible de alimentos. Los benefi-
cios de promover ambos grupos ani-
males van mas alla del rendimiento
econdmico, pues a través de ellos
disminuimos también el uso de qui-
micos perjudiciales para la salud,
detenemos la degradacion del medio
ambiente e impedimos la pérdida de
biodiversidad.

El primer trabajo evalu6 en profundi-
dad los principales efectos ambienta-
les (paisaje y caracteristicas a escala
local) que impulsan simultdneamente
la avifauna insectivora y los insectos
polinizadores en veintiséis plantacio-
nes de manzana de sidra. Asimismo,
demostré la relacion positiva entre
esta biodiversidad y el suministro de
los servicios de control bioldgico y
de polinizacion.

El segundo estudio también abord6
los principales efectos medioam-
bientales que impulsan a las pobla-
ciones de carpocapsay a sus parasi-
toides. Sin embargo, en este caso las
interacciones tréficas (“bottom-up”
y “top-down”) dentro del sistema
parasitoides-carpocapsa-manzano
parecen gobernar el parasitismo y
el dano en la producciéon de man-
zana generado por la carpocapsa.
Durante dos anos, en las mismas
veintiséis plantaciones de manzana,
se recogieron carpocapsas hiber-
nantes mediante bandas de papel
corrugado sujetas a los troncos. El
seguimiento en laboratorio de las
carpocapsas proporciono el nimero
y las especies de parasitoides capa-
ces de controlar esta plaga.

Finalmente el tercer estudio intenta
comprender los conocimientos y
percepciones que poseen los agri-
cultores de manzana de sidra sobre
el control bioldgico y los enemigos
naturales, a través de 90 encuestas
“face to face” y diferentes analisis.
En colaboracién con ellos, tratamos
de proporcionar conocimientos para
una gestion exitosa de las plantacio-
nes de manzano de sidra a través
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del control biolégico que, a su vez,
disminuya la distancia existente entre
cientificos y agricultores.

Esta tesis contribuye a la necesi-
dad de comprender las relaciones
existentes entre la estructura del
paisaje, las caracteristicas locales
de las plantaciones de manzano, la
biodiversidad y los servicios ecosis-
témicos al tiempo que se promueven
medidas sostenibles en la agricul-
tura basadas en la biodiversidad.
Sin embargo, para tener éxito en
la implementacién de las medidas
resultantes es fundamental trabajar
con los agricultores para conocer
SuS percepciones y conocimientos
acerca de los servicios ecosistémi-
cos estudiados y su biodiversidad
asociada.

Las plantaciones de manzana de
sidra asturianas demostraron con-
tener una alta diversidad de aves
insectivoras (32 especies), insectos
polinizadores (82) y parasitoides de
carpocapsa (7). Esta riqueza y abun-
dancia de especies se debe en parte
a las caracteristicas de las plantacio-
nes y del paisaje circundante. De
acuerdo con otros estudios, estos
valores de riqueza y abundancia solo
se encuentran en plantaciones no
convencionales de bajos insumos,
las cuales minimizan el uso de pesti-
cidas, fertilizantes quimicos y maqui-
naria agricola.
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Mediante un enfoque integrador,
combinando aproximaciones empi-
ricas y participativas basadas en la
teoria que vincula la biodiversidad
con el funcionamiento ecosistémico
y el marco de los servicios de los
ecosistemas, los resultados de esta
tesis sugieren que las aves insecti-
voras y los insectos polinizadores
pueden promoverse simultanea-
mente si se aumentan los habitats
lenosos semi-naturales alrededor
de las plantaciones y se favorece un
dosel continuo y extenso de manza-
nos dentro de ellas. Ambas medidas
estan relacionadas con el suministro
de diferentes recursos como luga-
res de nidificacién, refugios contra
depredadores y fuentes de alimento
alternativas.

Finalmente, y a modo de resumen
esta tesis ofrece, en primer lugar,
una perspectiva integradora sobre el
suministro de los servicios de control
biolégico de plagas y de polinizaciéon
en cultivos de manzana por diferen-
tes grupos de biodiversidad (aves
insectivoras, parasitoides de car-
pocapsa e insectos polinizadores).
En segundo lugar, prueba que esta
biodiversidad esta condicionada por
el paisaje y factores a escala local, y
por ultimo, demuestra que los estu-
dios participativos son esenciales
para disenar estrategias de gestion
exitosas. Las plantaciones de manza-
na de sidra asturianas pueden ser un
ejemplo de una agricultura basada
en practicas agricolas sostenibles
y en la biodiversidad, demostrando
la existencia de otros modelos de
produccion que pueden satisfacer
la demanda futura de alimentos y
reducir al mismo tiempo los danos
en el medio ambiente y la pérdida
de biodiversidad.
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En la actualidad, una busqueda cons-
tante por la optimizacién y sostenibi-
lidad de los sistemas de produccion
lecheros pone de manifiesto el incre-
mento en la demanda por parte de
los consumidores de la distincion de
las caracteristicas nutricionales rela-
cionadas con la calidad de la leche
y los productos lacteos, aunado a
un uso racional de los recursos, a
una disminucién en el impacto al
medio ambiente y a una produccién
respetuosa con el bienestar animal.
Los sistemas de alimentacién basa-
dos en pastos y forrajes posibilitan
alcanzar dichas propiedades y son
un mecanismo clave para mejorar la
rentabilidad de las ganaderias, ya que
son econdmicamente competitivos
y permiten alterar el perfil nutritivo
de la leche y los productos lacteos.
Ahora bien, es preciso establecer
mecanismos de certificacién de los
productos que permitan relacionarlos
con su sistema de produccién.
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En el presente trabajo se llevaron
a cabo dos experimentos, desarro-
llados en la Unidad de Leche del
Servicio Regional de Investigacion y
Desarrollo Agroalimentario (SERIDA)
de Asturias, con el objetivo principal
de identificar biomarcadores especi-
ficos para autentificar el origen y el
sistema de alimentacién del vacuno
lechero a partir de la leche.

El primero de los estudios tuvo
como objetivo examinar el efecto
del método de suministro del forraje:
pastoreo, corte y acarreo o ensilado,
sobre el rendimiento de la leche y los
perfiles de acidos grasos, antioxidan-
tes y la expresién de microARN de
la leche, con el fin de ser utilizados
como biomarcadores del sistema
de alimentacioén. Para ello se realizd
un ensayo in vivo del 26 de abril
al 26 de junio de 2017, siguiendo
un diseno cross-over con 18 vacas
Holstein en lactacién distribuidas en
tres grupos sobre los que se estudia-
ron tres tratamientos: 1) estabulacion
permanente y ensilado de hierba ad
libitum, 2) estabulacidon permanen-
te y aporte de hierba ad libitum en
corte y acarreo, y 3) pastoreo perma-
nente. Durante el ensayo se tomaron
muestras de los alimentos ofertados,
para determinar su valor nutritivo,
y de la leche producida, para ana-
lisis de composicién quimica, perfil
de acidos grasos, antioxidantes y
expresion de microARN. Se observo
que las vacas en pastoreo tuvieron
mas ingesta de materia seca que
las vacas en estabulacién con corte
y acarreo o ensilado de hierba ad
libitum (18,1 vs. 14,1 y 15,2 kg/dia
respectivamente, p <0,001). El ren-
dimiento en la produccion de leche
fue diferente entre los tratamientos
experimentales, asi como las propor-
ciones de proteina, lactosa, sélidos
Nno grasos y urea, con una mayor
concentracién en la leche de las
vacas en pastoreo que en las esta-
buladas. Dentro del perfil de la mate-
ria grasa de las muestras de leche
de los diferentes tratamientos, se
encontraron diferencias significativas
en la proporcién de algunos acidos
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grasos, como el vaccénico, rumé-
nico, y en la ratio C18:1 trans-11/
C18:1 trans-10 en los animales en
pastoreo, lo cual, denota una die-
ta con un alto consumo de acidos
grasos poliinsaturados provenientes
de la hierba fresca. En el contenido
de antioxidantes liposolubles no se
observaron diferencias significativas
en la concentracién de vitaminas A
y E en la leche de acuerdo con el
sistema de alimentacién. La leche
de las vacas en pastoreo tuvo una
mayor proporcion de luteina que
la de las vacas alimentadas con
ensilado de hierba (p <0,01), con
valores intermedios en el sistema
de corte y acarreo. Sin embargo,
no encontramos diferencias entre
los tratamientos en la concentracion
de carotenos u otros antioxidantes
debido, probablemente, a que toda
la alimentacioén se realizd con pastos
muy similares. La leche de vacas
en pastoreo presenté una mayor
proporcién en ambas fracciones de
bta-mir451 que la leche de vacas en
estabulacién que recibieron forraje
verte de corte y acarreo o ensilado
de hierba (p <0,01).

El segundo experimento tenia como
objetivo evaluar la influencia en la
dieta, con y sin pastoreo, de legumi-
nosas con creciente implantacion en
la cornisa cantabrica sobre la pro-
duccion y composicion de la leche,
especialmente en el perfil de acidos
grasos, antioxidantes y expresion de
microARN. Este ensayo se llevo a
cabo del 6 de marzo al 7 de mayo
de 2018, siguiendo, de igual manera
que en el anterior, un diseno cross-
over con 18 vacas en produccién
distribuidas en seis grupos sobre los
cuales se estudiaron seis tratamien-
tos: 1) estabulacidon permanente y
racién completa mezclada de raigras
italiano, ad libitum 2) estabulacién
permanente y racion completa mez-
clada de habas forrajeras, ad libitum
3) estabulacion permanente y racion
completa mezclada de guisantes
forrajeros, ad libitum 4) pastoreo
continuo y oferta de dos horas tras
cada ordefno de racidon completa
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mezclada de raigras italiano 5) pas-
toreo continuo y oferta de dos horas
tras cada ordeno de racion completa
mezclada de habas forrajeras y 6)
pastoreo continuo y oferta de dos
horas tras cada ordefo de racion
completa mezclada de guisantes
forrajeros. Durante el ensayo se
tomaron muestras de los alimentos
ofertados, para determinar su valor
nutritivo, y de la leche producida,
para analisis de composicion quimi-
ca, perfil de acidos grasos, antioxi-
dantes y expresién de microARN, de
modo similar al ensayo realizado en
el 2017. En los resultados obtenidos
de la materia grasa de las muestras
de los diferentes tratamientos se
observaron fuertes cambios relacio-
nados con el consumo de diferentes
tipos de ensilado en la dieta y al
manejo con y sin pastoreo. Cuando
se sustituye el ensilado de raigras
italiano por ensilado de legumino-
sas, la grasa de la leche tiene una
mayor proporcién de acidos grasos
insaturados, especialmente con la
inclusion de ensilado de haba en la
racion. La préactica del pastoreo en
la alimentacion de las vacas influye
directamente en la composicién de
la leche, mejorando su calidad al
disminuir la proporcién de acidos
grasos saturados e incrementar el
contenido en insaturados, monoin-
saturados, poliinsaturados y acido
linoleico conjugado, proporcionando
de esta manera un perfil de 4cidos
grasos mas saludable. En el conteni-
do de antioxidantes liposolubles en
la leche de acuerdo con la presencia
o no de pastoreo, no se observaron
diferencias significativas en la vita-
mina A, sin embargo, se observaron
diferencias muy marcadas en la vita-
mina E, las xantofilas y -Carotenos. A
nivel de dieta, la leche de las vacas
estabuladas tuvo mas proporcion de
-tocoferol, contrariamente, a la leche
de vacas con pastoreo que mostré
diferencias significativas en cuanto a
luteina y -criptoxantina, con lo que
podemos establecer que la presen-
cia del pastoreo en la alimentacién
de las vacas influye directamente
en el aumento de la proporcion
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de los antioxidantes. En la capaci-
dad para diferenciar la influencia
de la inclusiéon en la dieta, con o
sin pastoreo, de diferentes tipos de
ensilados (raigras, haba forrajera y
guisantes) de los microARN de la
fraccion grasa y de las células de la
leche no se observo ningun efecto
de diferenciacion significativo de la
dieta en ninguno de los microARN
estudiados en la fraccion de la grasa,
sin embargo, en presencia o no de
pastoreo, el bta-mir451 es capaz
de diferenciar entre tratamientos en
estabulacion o pastoreo. De igual
manera, diferencias significativas
se observaron entre dietas y en las
vacas en pastoreo, con una mayor
proporcién del bta-mir451 en los
tratamientos con pastoreo y diferen-
cias significativas del bta-mir103 y
bta-mir155 al comparar la leche de
las vacas en pastoreo con la leche de
las vacas en estabulacion (p <0,01).

Mediante el presente trabajo, se ha
demostrado que la modificacién de
la composicién de la leche esta aso-
ciada al sistema de alimentacion y
que el uso de leguminosas como el
haba forrajera y los guisantes son
alternativas viables al raigras italiano,
que resultan mas sostenibles para el
medio ambiente al reducir el uso de
insumos, por su capacidad fijadora
de nitrégeno, y como fuente proteica
para la alimentacién del ganado, al
mismo tiempo que son capaces de
modificar el perfil de acidos grasos
y antioxidantes liposolubles de la
leche, haciendo de ésta un producto
mas saludable para los consumi-
dores. A su vez, la presencia de la
practica de pastoreo en la alimen-
tacion influye directamente en la
composicion de la leche, mejorando
su perfil de acidos grasos y antioxi-
dantes y aumentando la expresién
del bta-mir451. &
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