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RESUMEN

La inseminacion artificial (IA) es una técnica que permite, en corto tiempo, la mejora de
parametros productivos y reproductivos que benefician a las unidades de produccion cunicola.
Durante el proceso de la técnica para semen refrigerado existe una disminucion de células
espermaticas. Sin embargo, comprado con otras técnicas la viabilidad espermatica se encuentra
dentro de los limites permisibles. Son pocos los estudios que se realizan para probar la eficiencia
de diluyentes para incrementar la viabilidad y funcionalidad de los espermatozoides de conejo
durante su almacenamiento a temperaturas cercanas a 0°C. En este estudio, se utilizaron un total
de 4 sementales y 35 conejas nuliparas para evaluar la viabilidad espermaética y capacidad
fertilizante de los espermatozoides de conejo refrigerado y almacenado a 5°C con dos diluyentes
a base de Tris (Tris-yema de huevo (TY) y (Tris-leche descremada (TL). La movilidad
progresiva (MP), viabilidad (V), morfologia normal (MN) y estado acrosomal (EA) se
compararon entre tratamientos mediante un ANOVA, utilizando el paquete estadistico NCSS.
Un valor de P menor de 0.05 (P < 0.05) se considero significativo. La MP, V, MN y EA fueron
evaluadosalas 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas post-refrigeracion. Despueés de 24 de almacenamiento,
la V y MN no presentaron diferencia significativa (P > 0.05) entre ambos diluyentes. Sin
embargo, la MP presentd diferencia significativa (P < 0.05) de hasta un 44.3% a las 24 horas,
respecto a las 8 horas post-refrigeraciéon y al control, con 70% y 87.5% respectivamente. El
diluyente TY proporciond la mas alta proteccion y conservacion de los parametros MP, V' y
MN. Diagnostico de gestacion, fertilidad, y prolificidad mostraron un comportamiento
independiente con respecto al tiempo en refrigeracion y tipo de diluyente, excepto con el
diluyente TY, que exhibié una disminucidon en el porcentaje de fertilidad conforme incrementa
el tiempo en refrigeracion. Estos resultados indican que los diluyentes TY y TL son eficaces
para la conservacion de la viabilidad y la capacidad fertilizante de los espermatozoides de conejo
refrigerados a 5° C.



ABSTRACT

Artificial insemination (Al) is a technique that allows, in short time, improving productive and
reproductive parameters that benefit rabbit production units. During the refrigerated semen
process exist a reduced sperm cells. However, compered with other techniques the sperm
viability is within permissible limits. There exist few research conducted to test the efficiency
of diluents to increase the viability and functionality of rabbit sperm during storage at
temperatures near 0 ° C. In this study, a total of 4 stallions and 35 nulliparous rabbits were used
to assess sperm viability and fertilizing capacity of sperm rabbit cooled and stored at 5 ° C with
two based thinner Tris (Tris-egg yolk (TY) and (Tris-skim milk (TL). Progressive motility (PM),
viability (V), normal morphology (NM) and acrosome stage (AS) were compared between
treatments using ANOVA and the statistical package NCSS. A P value less than 0.05 (P <0.05)
was considered significant. The PM, V, NM and AS were evaluated at 0, 2, 4, 6, 8, 12 and 24
hours post-cooling. After 24 of storage, NM and V showed no significant difference (P> 0.05)
between the two diluents. However, the PM presented significant difference (P <0.05) up 44.3%
at 24 hours, about 8 post-cooling and control hours with 70% and 87.5% respectively. The TY
diluent provided the highest protection and preservation of parameters PM, V and NM.
Gestation diagnosis, fertility and prolificacy showed independent results over time in
refrigeration and type of diluent, except with the TY diluent which exhibited a decrease in
fertility rate increases as the cooling time. These results indicate that the TL and TY diluents are

effective for preserving the viability and fertilising capacity of sperm rabbit cooled to 5 ° C.



CAPITULO I. INTRODUCCION

La produccion mundial de conejos, segun datos del sistema estadistico de la FAO 2010, reporta
que China ocupa el primer lugar a nivel mundial en produccion de carne de conejo, seguido de
Espafia, Venezuela, Italia y Corea del Norte. La cunicultura en estos paises ha experimentado
un gran desarrollo, motivado por la mejora en las tecnologias aplicadas a la reproduccion, donde
la evaluacion del semen, los métodos de conservacion del mismo y la inseminacion artificial

(IA) han permitido una tendencia a la mejora en los resultados de fertilidad.

En México, la actividad cunicola ha tenido un desarrollo limitado (Torres, 2012). En 2001 la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA),
reconocio de manera oficial a la cunicultura como actividad ganadera y el Sistema Nacional de
Informacion inicio el registro estadistico de esta actividad productiva. En 2007, el inventario
nacional de conejos fue de 500,349 cabezas, ocupando el décimo cuarto lugar mundial como
productor, con una produccion de 4,200 toneladas anuales. El Estado de México se ubicé en el
primer lugar como productor con 151,054 cabezas, que representaron el 30.2% de la poblacion
nacional, considerando en su territorio a los tres municipios con mayor poblacién cunicola a

nivel nacional, Tecamac, Milpa Alta y Jocotitlan (Ortega, 2012).

Las unidades de produccion desarrollan la cunicultura basados en tres sistemas diferentes: i)
Sistema empresarial o comercial, representado por 5% de la poblacion, ii) Sistema semi
empresarial constituyendo el 15% de la poblacion (Mendoza, 2001) v iii) Sistema familiar de
traspatio o0 autoconsumo; con una cobertura practicamente en todo el territorio nacional con 80%
de la poblacion (Torres, 2012). Todos basados en la eleccion de un ritmo reproductivo especifico
obedeciendo sobre todo al plan de produccion, de las limitaciones en el trabajo diario y la
prevision de resultados contando con la aptitud genética de los animales, el tipo de alojamiento,
el manejo y el programa de alimentacion y seleccion genética (Contera, 1988). Estos sistemas;
aunque rasticos, tienen el gran potencial de ser bancos de germoplasma, que deberian ser

considerados por los planes gubernamentales como diversidad genética.



La aplicacion de tecnologias a nivel reproductivo en la actividad cunicola nacional, permitiria
hacerla més eficiente y disminuir la actividad de traspatio dirigida al autoconsumo, orientandola

hacia una actividad empresarial competitiva.

La investigacion en la cunicultura ha sido escasa en el pais y se ha generado de manera
desarticulada y dispersa; ademas de no aprovechar los beneficios biolégico-econémicos que
ofrece la especie, como son: tamafio pequefio, reducida necesidad de espacio, consumo de
alimentos con un alto contenido de fibra, alta eficiencia y conversion alimenticia, elevada
prolificidad, ciclo reproductivo corto y amplio grado de diversidad genética. Aspectos que deben
ser considerados, puesto que la maximizacion productiva del conejo esta supeditada al control
y manipulacion de cada uno de los eventos biologicos tipicos de la especie (Castellini, 2008).
Sin embargo, en latitudes donde existe una marcada duracion de horas luz, existe una
disminucion de la fertilidad en las conejas, ocasionando una disminucién en el nimero de
vientres gestantes. Por tanto, la inseminacion artificial (1A) ofrece ventajas de manejo, ya que
permite sincronizar partos de un gran numero de animales usando un nimero minimo de
sementales, disminuye el riesgo de diseminacion de enfermedades y permite la utilizacion de
semen refrigerado (Bilbao, 1996). La IA no es por si misma una herramienta de mejoramiento
genético, pero en virtud de que se obtiene una gran cantidad de descendientes de un mismo
macho, la seleccion de ellos ha de ser muy exigente. Es asi, como sélo unos pocos individuos,
son progenitores de un alto porcentaje de los individuos de las siguientes generaciones con

caracteristicas deseables (Guevara, 2001).

Uno de los factores més importantes involucrados en la IA es el medio en el que se diluye el
semen (Castellini, 1996), el cual permitira mantener una mayor proporcion de espermatozoides

vivos hasta el momento de la inseminacion (Vega et al., 2012).

Potencialmente, la viabilidad del semen de conejo conservado, permite mayor flexibilidad de
uso en programas de IA, ofreciendo la oportunidad de trasladar el semen a las unidades de

produccidn para su utilizacion (Martinez et al., 2006).



Hasta ahora, se han desarrollado muchos protocolos y extensores para la criopreservacion de
espermatozoides de conejo. Sin embargo, los efectos ocasionados por el proceso de
congelacidon-descongelacién, limitan su utilizacion a un nivel comercial, debido a la
disminucion de la fertilidad y prolificidad obtenidas con el uso de semen criopreservado, en

comparacion con el uso de semen fresco (Hernandez et al., 2004).

El uso de semen refrigerado a temperaturas intermedias (16 - 20 °C) o aun mas bajas (5 ° C)
domina en diferentes especies. Para la conservacion de espermatozoides de conejo, la
refrigeracion es el método mas adecuado. Sin embargo, requiere que el semen pueda ser
mantenido en condiciones tales, que aseguren una alta fertilidad de por lo menos 24 horas,
tiempo en el cual se podrian transportar las dosis a una distancia considerable (Hernandez et al
2004) manteniendo la viabilidad y capacidad fecundante de los espermatozoides alcanzando
pardmetros espermaticos aceptables, tales como: movilidad progresiva rectilinea e integridad de
la membrana plasmatica (Puente y Tartaglioni 2013).

A diferencia de otras especies, los espermatozoides de conejo presentan una baja permeabilidad
al agua y un alto coeficiente de activacion de energia; razones por las cuales la supervivencia
espermética resulta inferior al utilizar técnicas como la criopreservacion. Por tanto, la
conservacion de semen de conejo mediante refrigeracion constituye una estrategia oportuna para
alargar la viabilidad espermaética reduciendo la alteracién de la funcionalidad y pérdida de la
viabilidad al ser sometidos al proceso congelacion/descongelacion. Asi pues, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto de dos diluyentes para la refrigeracion (5°C) seminal hasta las 24
horas sobre la calidad espermatica del conejo y los pardametros de fertilidad y prolificidad de las

hembras inseminadas artificialmente con el semen refrigerado.



CAPITULO Il. ANTECEDENTES

2.1. Anatomia del aparato reproductor de la hembra

El aparato reproductor de la hembra comprende ovarios, oviducto, Utero, cérvix, vagina y vulva.
Las estructuras antes mencionadas, exceptuando las dos Gltimas, se presentan en par (Mc Nitt
et al, 2000).

Los ovarios permanecen en la cavidad abdominal y sus funciones son exdcrinas y enddcrinas.
Los ovarios de la coneja miden aproximadamente 1.5 cm de longitud y 0.5 cm de grosor. El
ovario se encuentra rodeado por una capa densa de tejido conjuntivo, bajo el epitelio,
denominada tanica albuginea; esta dividido en las porciones cortical externa y medular interna.
La corteza contiene estructuras foliculares en diferentes etapas de desarrollo: foliculo
primordial, foliculo primario, foliculo secundario, foliculo terciario, foliculo maduro, foliculo o
cuerpo hemorragico, foliculo atrésico, cuerpo luteo, cuerpo luteo en regresion y cuerpo blanco.
La médula consiste en un estroma de tejido conjuntivo que contiene fibras elasticas, vasos

sanguineos y linfaticos, nervios y fibras de musculo liso (Caballero y Villa, 2010).

El oviducto es el drgano que permite la captacion de los ovocitos liberados por el ovario y su
posible fertilizacion. Es una estructura cilindrica cuyo extremo libre se abre a la cavidad
abdominal (Alvarifio, 2000); su longitud, en la coneja es de entre 5y 7 cm. Puede dividirse en
cuatro segmentos funcionales: las fimbrias, en forma de olan; el infundibulo, abertura abdominal
en forma de embudo cerca del ovario; el &mpula, dilatada y mas distal, y el istmo, la porcién

proximal estrecha del oviducto, que conecta a éste con la luz uterina (Hafez, 2002).

El utero es la estructura donde permanecen y de desarrollan los embriones hasta que se
convierten en fetos y posteriormente nacen. Tiene una tlnica serosa, muscular y mucosa gruesa,
compuesta de tejido epitelial, glandulas y tejido conectivo (Caballero y Villa, 2010). La coneja

presenta un tipo de utero denominado “doble”, ya que posee dos cuernos uterinos que



desembocan en forma independiente hacia la vagina; esto significa que también posee doble
cérvix y consecuentemente carece de cuerpo uterino (Martinez, 1993).

La vagina como organo copulador, esta situada en la cavidad de la pelvis, entre el Gtero por la
parte anterior y la vulva caudalmente. A la salida de la vagina y en angulo inferior de ésta se
encuentra el clitoris. La vulva es la porcidn externa de los genitales extendidos desde la vagina

hasta el exterior (Alvarifio, 2000)

2.1.2 Madurez sexual

En los animales domeésticos, la presentacion de la pubertad estd mas relacionada con el tamafio,
el peso y la condicion corporal que con la edad cronolégica. Es un periodo que precede a la
madurez sexual, ya que el individuo continGa su crecimiento y maduracion, hasta expresar su
maximo potencial reproductivo (Caballero y Villa, 2010). La pubertad en la hembra se
manifiesta por la aparicion del ciclo sexual, consecuencia del inicio de la actividad
esteroidogénica y gametogénica por parte de las gonadas. La aparicion de este proceso puede
depender de factores tanto intrinsecos como extrinsecos, y de su interaccion. Como factores
extrinsecos se encuentra: las influencias que ejerce el medio ambiente, y con respecto a los
intrinsecos: los factores genéticos y la interaccion retina-glandula pineal-hipotdlamo (Martinez,
1993).

El hecho de que una coneja empiece a ciclar no significa que tenga la madurez sexual suficiente
como para procrear adecuadamente. Generalmente el apareamiento temprano va en detrimento
del organismo de la hembra misma, pues deja de crecer, se puede presentar distocia, pierde peso

en forma significativa durante la primera lactancia, etc. (Martinez, 1993).

Por ello se considera que la madurez sexual en conejas de talla mediana, como la Nueva Zelanda
Blanco ha alcanzado el 80% del peso adulto (3.200 kg), el cual se presenta entre las 20 a 23
semanas de edad, en torno a este peso, se recomienda inseminar por primera vez a una coneja

nulipara (Aragon et al., 2010).



2.1.3 Comportamiento sexual

El periodo de receptividad o celo corresponde a la presencia de foliculos pre-ovulatorios, los
cuales liberan 17B-estradiol responsable del comportamiento sexual y de la tipica coloracion
rojiza de la vulva en el momento del celo (Quiles y Hevia 1995). Durante la fase de proestro
ocurre el crecimiento folicular, consecuentemente el aumento de los niveles de produccion de
estrogeno por los foliculos, responsables por el comportamiento de celo y la receptividad, la
cual es mayor a medida que la coneja se aproxima al estro (Capra y Blumet 2014). Se hace
necesaria la presencia de las gonadotropinas hipofisarias como la hormona foliculo estimulante
(FSH) y lahormona luteinizante (LH) para la maduracion folicular. Una vez alcanzado el estadio
pre-ovulatorio del foliculo, éste no es ovulado de manera espontanea y ciclicamente, sino hasta

que exista el estimulo por parte del macho en el momento de la monta (Quiles y Hevia 1995).

El grado de receptividad de las conejas, caracterizado esencialmente por el color y la turgencia
de los labios vulvares, determina en gran medida los resultados de fertilidad, la probabilidad de
que una coneja con una coloracién blanquecina (palida) acepte la monta es practicamente nula
(menor de 10%), con un color rosado se situaria entre el 40% y el 60%, con un color rojizo entre
el 80% y el 100% y con un color violaceo entre un 60% y un 80%. A su vez, la probabilidad de
que las hembras montadas queden gestantes sigue una proporcionalidad semejante (Jiménez y
Vicente, 2012).

Existen también factores medioambientales que facilitan los estados de rechazo o aceptacion
del macho. El factor luz representa una funcion protagonista, ya que fotoperiodos crecientes
favorecen los periodos de aceptacion, mientras que los fotoperiodos decrecientes los inhibe. La
temperatura también influye en la actividad sexual de la coneja; donde el aumento de este factor
provoca un descenso en la actividad sexual y su disminucion induce de manera positiva esta
conducta (Quiles y Hevia 1995).

La gestacion de la coneja tiene una duracion promedio de 31 dias, aunque su rango oscila entre

30 y 35 dias. Se ha comprobado la influencia de factores, tanto intrinsecos como extrinsecos,



sobre la duracion de la gestacion. Por ejemplo: la duracion de la gestacion se incrementa cuando
la cantidad de gazapos gestados es menor, cuando las conejas son primerizas y cuando la
gestacion se suscita en verano. Asi mismo, durante el invierno, los partos tienen lugar en

horarios diurnos y en verano se presentan en horarios vespertinos o nocturnos (Martinez, 1993).

Alrededor del dia 26 de gestacién, comienzan con la preparacion del nido con diferentes
materiales como sustrato, asi como el pelo arrancado de su cuerpo, dos dias antes del parto
(Negatu y Mc Nitt 2002). Estas conductas para la construccion del nido las despliegan solo las
hembras gestantes. Su expresion esta regulada por combinaciones hormonales de estradiol,

progesterona, testosterona y prolactina (Gonzélez, 2006).

2.1.4 Fisiologia reproductiva

Las especies de ovulacion inducida como los conejos, camelidos y gatos requieren la
presentacion de un pico de LH, la cual es producida como consecuencia del apareamiento. El
nivel maximo de LH es alcanzado entre una hora y media y dos horas después del apareamiento.
La ovulacién se produce en ambos ovarios, a las 12 horas aproximadamente tras la descarga
preovulatoria de la LH. Por lo tanto, en esta especie, este momento es facilmente controlable
mediante tratamientos hormonales con agentes analogos de la GnRH, en el caso de que se

realicen procedimientos de IA (Alvarez, 2010).

Tras la ovulacion, las células de la granulosa y de la teca del foliculo luteinizadas, dan lugar al
cuerpo luteo productor de progesterona. Este no se forma completamente hasta pasados 6 dias
en la coneja, y los niveles maximos de progesterona se alcanzan entre los 12-13 dias, declinando
progresivamente durante los ultimos dias de gestacion. A su vez, la presencia de los embriones
en el atero ejerce una accion antiluteolitica durante toda la gestacion, ya que impiden la
produccion de prostaglandina F2a (PGF2a) por parte del endometrio, aunque se requiere un

minimo de dos embriones implantados para que la gestacion pueda proseguir (Alvarez, 2010).



El periodo de gestacion oscila entre 28 y hasta 36 dias dependiendo la raza. Sin embargo,
normalmente el parto se presenta en los 31 dias después del apareamiento o inseminacion
artificial (Azeem, 2010).

La expulsion de las crias se efectia dentro del nido. Conforme va emergiendo cada crio, la
hembra lo limpia, consume la placenta y amamanta a toda la camada. Una vez concluidas estas
actividades, la madre abandona el nido volviendo en 24 horas para huevamente amamantar a
los gazapos, Yy asi, durante toda la lactancia (que dura aproximadamente 30 dias). En contraste
con la mayoria de las madres de los mamiferos que pasan gran parte del dia interaccionando con
sus crios, las conejas han reducido la actividad con la camada a un solo periodo de
amamantamiento diario. Esta conducta se expresa con periodicidad circadica, es decir: cada 24
horas, aproximadamente, durante toda la lactancia, y con una duracion de alrededor de tres

minutos (Gonzélez, 2006).

2.1.5 Fisiologia ovarica

El ovario realiza dos funciones principales. Una es la produccion ciclica de ovocitos
fecundables. La segunda es la produccidn de una proporcion balanceada de hormonas esteroides
gue mantienen el desarrollo del aparato reproductor, facilitan la migracion del embrion y
aseguran su implantacion y desarrollo exitoso en el Gtero. El foliculo es el compartimento
ovarico que permite al ovario cumplir su doble funcién de gametogénesis y esteroidogénesis.
Los siguientes apartados explican el origen, estructura y madurez del ovocito hasta alcanzar su

completa funcionalidad y tener la capacidad de ser fertilizado por el espermartozoide.

2.1.5.1 El ovocito

El ovocito deriva de las células germinales primordiales, que proliferan y migran a los ovarios
potenciales durante el desarrollo fetal. Después de haber alcanzado los ovarios, las células

germinales primordiales cesan su proliferacion y entran en meiosis antes de ser detenidos en la



profase de la primera division meidtica. Por lo tanto, en especies mamiferas, todos los ovocitos
que estaran disponibles a lo largo de la vida reproductiva ya estan presentes en el ovario en el
momento del nacimiento, contenidas dentro de los foliculos primordiales; detenidos en la etapa
de diploteno de la profase de la primera division meiotica y permaneceran asi hasta el inicio de
la pubertad (Dalton, 2012).

2.1.5.2 Ovogénesis

Durante el desarrollo fetal, las células germinales primordiales del ovario van a sufrir un proceso
de diferenciacion. Primero se transforman en ovogonias por sucesivas divisiones mitoticas, las
cuales dan lugar a los ovocitos primarios al iniciarse la primera division meiotica (Martinez,
2002).

La meiosis es un tipo de divisién celular exclusiva de las células germinales (ovogonias y
espermatogonias) cuyo objetivo es la reduccion a un nimero haploide de cromosomas y la
recombinacion de la informacion genética. Antes de sufrir la meiosis, las células germinales
replican su ADN y contienen en ese momento 4 copias de ADN y un nimero 2n de cromosomas,
como cualquier célula diploide; mientras que entre las dos divisiones mei6ticas la replicacion
de ADN queda suprimida, lo que asegura que los gametos resultantes sean haploides (Martinez,
2002).

En la coneja, la ovogénesis se inicia al nacimiento y las ovogonias comienzan la meiosis y se
transforman en ovocitos durante los primeros 10 dias de vida. En la tercera semana de edad, el
ovario ya presenta foliculos primordiales y foliculos en desarrollo, mientras que los primeros
foliculos antrales se detectan a partir de la 122 semana de vida. De esta forma, en las primeras
semanas despues del nacimiento, la coneja ya contara con la dotacion de ovocitos disponibles
para el resto de su vida reproductiva. A partir de aqui, se producen oleadas de crecimiento
folicular (foliculogénesis) y regresion (atresia) de manera constante, aunque el nucleo del

ovocito permanecera detenido en el estadio de diploteno de la profase de la primera division



meidtica, estadio nuclear que mantendra hasta pocas horas antes de la ovulacion (Alvarez,
2010).

2.1.5.3 Foliculogénesis

La unidad funcional del ovario es el foliculo y se compone de un ovocito en desarrollo rodeado
por una o varias capas de células somaticas que son el sitio de accion y sintesis de gran nUmero
de hormonas y factores de crecimiento que promueven y regulan el desarrollo folicular, gracias
a un sistema de comunicacion bidireccional mediante la transferencia de sefiales locales y

endocrinas que se establece con las células somaticas y el ovocito (Skinner, 2005).

El desarrollo folicular en el ovario es iniciado por la proliferacion de las células de la granulosa
alrededor del ovocito y posteriormente por la diferenciacion de las células intersticiales del
estroma para formar la teca inicial. Tanto la granulosa como la teca proliferan durante la
subsiguiente etapa de desarrollo y crecimiento folicular, y daran lugar a un grupo de foliculos
pre-antrales y posteriormente antrales, de los cuales se seleccionaran los foliculos dominantes
(Rosales y Guzman 2008). Estas células intersticiales se asocian intimamente con el ovocito a
través de numerosos procesos de interdigitacion durante toda la fase de crecimiento folicular
junto con las uniones comunicantes, las cuales permiten la transferencia de nutrientes esenciales

para el desarrollo y crecimiento de los ovocitos (Voronina y Wessel 2003).

El desarrollo de foliculos a etapas antrales y su posterior seleccion y dominancia dependen de
la sensibilidad de éstos respecto a las hormonas gonadotrépicas (FSH y LH), delimitando su
desarrollo a tres periodos: reclutamiento, seleccion y dominancia. Los mecanismos de expresion
génica son variables a lo largo del tiempo, por lo que en células de la granulosa, la teca y el
ovocito se incrementa la expresion especifica de algunos genes y sus productos (Caballero y
Villa, 2010).
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Durante la foliculogénesis, la maquinaria molecular del ovocito esta activa. EI nucléolo presenta
una estructura fibrogranular que refleja la actividad sintética del ovocito durante su crecimiento.
En este periodo, sintetiza y almacena grandes cantidades de acido ribonucleico mensajero
(ARNmM) y proteinas (a lo que debe su aumento de tamafio). Ademas, aumenta el nimero de
mitocondrias, se sintetizan los granulos corticales y se forma la estructura del citoesqueleto, a
través de la cual se distribuyen los organelos. Debido a que, durante la maduracién posterior no
hay expresion génica en el ovocito, todo el material sintetizado y almacenado durante el
crecimiento es el que se utilizard para el metabolismo posterior tanto del ovocito como del
embrion (Alvarez, 2010).

2.1.5.4 Maduracion del ovocito

La maduracion del ovocito es la ultima de una serie de etapas que debe atravesar el gameto
femenino para adquirir la capacidad de ser fecundada y dar origen a un nuevo individuo
(Lattanzi, 2010). El ovocito adquiere una organizacion citoplasmica que depende de la
expresion de genes y de la multiplicacion, modificacion y redistribucion de organelos, ademas
de la modificacion postranscripcional de los mMARNS que seran acumulados para su posterior
uso durante el clivaje temprano del embrion (Trounson et al., 2001). Estas modificaciones son
reguladas pardacrinamente por una compleja comunicacion bidireccional con las células
somaticas que lo rodean. Esta regulacion local es coordinada por factores endocrinos que son
secretados en forma ciclica. Como resultado de la interaccion entre los diferentes niveles de
regulacion, paraacrina y endocrina, solamente unos pocos ovocitos son seleccionados para
iniciar la etapa de maduracién a lo largo de la vida fértil, mientras que la mayor parte degeneran
en atresia. Para dicha seleccion existen tres puntos de control importantes para la regulacién del
ciclo celular: 1) ocurre durante la fase G1 donde se monitorea el crecimiento y tamafio celular,
i) se daen la fase S y vigila la replicacion del ADN vy el iii) se presenta en la fase G2, donde se
reconocen posibles dafios o anormalidades sobre el huso meidtico. Al final de la etapa de
maduracion ocurre la ovulacién, y el ovocito es, durante una corta ventana de tiempo, una célula
completamente competente capaz de dar origen a un nuevo individuo si es fecundada en un

determinado periodo de tiempo (Lattanzi, 2010).
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2.1.5.5 Ovulacién

La ovulacion o ruptura del foliculo y liberacion del 6vulo ocurren a medida que el foliculo
maduro y sus paredes se deterioran, presentando en ese momento y en las fases siguientes de
desarrollo una elevada turgencia. Momentos antes de la ovulacion, el foliculo se reblandece
debido a la distension y necrosis de la pared. El foliculo se abulta para formar una proyeccion
en forma de cono en el cual se produce el rompimiento. El liquido folicular sale al exterior
arrastrando consigo la masa celular del dvulo, la cual se desprende de las células de la granulosa
que muestran signos de degeneracion. La liberacion de la masa celular permite al évulo y las

células que la rodean quedar libres en la porcion infundibular del oviducto.

El conejo es una especie de ovulaciéon inducida, donde actGan conjuntamente estimulos
sensoriales y neuroendocrinos que promueven un pico de LH preovulatorio, determinando la
respuesta ovulatoria (Laborda, 2011). La excitacion sexual del acoplamiento o monta
desencadena un estimulo nervioso, que partiendo de las zonas erdgenas tactiles del aparato
genital parte a lo largo de la médula espinal hasta llegar al bulbo raquideo y al talamo.
Posteriormente este mensaje es dirigido al rinoncéfalo. Este dltimo, junto con la zona
neocortical, inhibe el reflejo de huida de la coneja ante la monta del macho. Las informaciones
del ambiente (olfativas, auditivas, visuales y gustativas) pueden estimular también otras zonas
de la neocorteza, favoreciendo el proceso de ovulacion. A partir de la neocorteza a través de
vias nerviosas, la orden de ovulacion llega al hipotdlamo. EI mensaje eléctrico nervioso es
convertido en un mensaje hormonal denominado factor liberador de hormonas gonadotropicas
(GnRH). Estos factores son captados por el sistema sanguineo portal que comunica el
hipotdlamo con la adenohipofisis, la cual secreta hormonas FSH y LH, quienes actlan
sinérgicamente sobre el ovario. Donde esencialmente, la FSH provoca el desarrollo y
maduracion de los foliculos y la LH da lugar a la ruptura folicular y ovulacion de los foliculos
de Graff.

Los niveles plasmaticos de LH comienzan a elevarse a menos de 3 minutos después del

apareamiento y llegar a una meseta dentro de los 15 a 75 min (Rebollar et al., 2011).
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Aproximadamente 8 horas post-coito (h. p. c.), los foliculos preovulatorios comienzan a liberar
a los ovocitos y hacia las 14 h. p. c. puede considerarse a la ovulacion completada (Laborda,
2011).

2.2 Anatomia del aparato reproductor del macho

El aparato reproductor del macho se compone de: testiculos, conductos eferentes, epididimo,

conducto deferente, uretra, pene y glandulas accesorias (Alvarifio, 2000).

Las envolturas del testiculo son desprendimientos o continuaciones de las capas de la pared
abdominal y pueden subdividirse en forma andloga a estas en: bolsa testicular o escroto,
compuesta por piel externa, tunica dartos, fascia espermatica externa y musculo cremaster; y
proceso vaginal, compuesto de fascia espermatica interna y lamina parietal (Konig y Liebich,
2008). En el conejo, los testiculos presentan forma ovoidal alargada, con una longitud de 30 a
40 mmy 10 mm de ancho, estando situado en sacos escrotales, a ambos lados de la linea media

inguinal (Alvarino, 2000).

Los testiculos estan constituidos por una tanica albuginea que es una capa fibrosa que se
extiende al interior de la gbnada, formando los tabiques testiculares, entre los que se encuentran
los tubulos seminiferos que contienen a las espermatogonias y células de Sertoli, fuera de los
tibulos se encuentran las células de Leydig (Pichardo y Reyes, 2005). La rete testis es una red
de tdbulos rectos que conecta a los tibulos seminiferos con los conductos eferentes, a través de

los cuales los espermatozoides llegan al epididimo. (Mc Donald, 1991)

El epididimo es un tabulo altamente convolucionado en la que se reconocen tres regiones
anatomicas: a) la cabeza o caput, que recibe a los espermatozoides y fluido de los vasos o
conductos eferentes testiculares; b) el cuerpo o corpus, mas estrecho, que conecta con la Gltima
region y c) la cola o cauda, con una apariencia globosa que, se encarga de almacenar los

espermatozoides hasta la eyaculacion (Rodriguez, 2011).
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El tubulo epididimario se compone de dos grandes compartimentos: el epitelio y el lumen. El
epitelio se encuentra rodeado por una capa estromal, el cual se compone de seis tipos celulares:
células principales, basales, claras, estrechas, halo y apicales; por su parte, el lumen se compone
de espermatozoides y fluido epididimario, el cual presenta en forma continua cambios
importantes, modificando el entorno al que estan expuestos los espermatozoides a medida que
atraviesan el epididimo (Robaire y Viger 1995).

El conducto deferente es la continuacion de la cola del epididimo, posee una luz pequefia e
irregular, y una pared gruesa. Desde el epididimo asciende hacia el anillo inguinal,
conjuntamente con vasos sanguineos, linfaticos y nervios, formando el cordon espermatico, y
pasa por la superficie dorsal de la vejiga para unirse a la uretra, después de dilatarse en su porcion

terminal, constituyendo la ampula deferente (Alvarifio, 2000).

La uretra o canal urogenital es un conducto Unico que se extiende desde la union con el &mpula
hasta la porcion terminal del pene y es el conducto excretor, tanto para la orina como para el
semen. Estd revestida por musculo esquelético que le permite efectuar las contracciones
eyaculatorias. Presenta orificios en forma de rendijas y cada uno recibe dos conductos, uno del
conducto deferente y otro de la vesicula seminal. Aqui se integran los espermatozoides junto
con el liquido de las glandulas accesorias para producir el semen (Pichardo y Reyes, 2005).

El pene es un 6rgano capaz de modificar su posicion y tamarfio durante la ereccion para permitir
su intromision en el 6rgano copulador de la hembra. Se extiende desde la sinfisis isquiatica hasta
la region umbilical, en posicidn de atras hacia adelante. Se encuentra rodeado por delgada piel
desplazable, que en su extremo anterior forma un repliegue llamado prepucio, que dispone de
glandulas sebaceas. En el conejo, el pene no posee glande, y estd formado por un érgano
cilindrico de 40 a 50 mm de longitud. Durante el reposo sexual se sitta en el prepucio, situado
ventralmente respecto al ano, en cuya abertura se localizan dos pares de glandulas inguinales

sudoriparas y sebaceas. (Alvarifio, 2000).

14



En el conejo se distinguen la vesicula seminal, glandula vesicular, préstata y glandula

bulbouretral o de Cowper como glandulas accesorias (Mc Nitt et al., 2000).

2.2.1 Madurez sexual

Si bien la madurez sexual, definida como el momento en que la produccion cotidiana de
espermatozoides ya no aumenta, se alcanza en la raza neozelandesa hacia los 129 dias de edad
(Alvarifio, 2000).

2.2.2 Comportamiento sexual

En machos, la testosterona es una de las hormonas que modula el comportamiento sexual
(Fuentes et al., 2004). EI comportamiento de la monta presenta dos componentes. EI primero
constituye la conduccion sexual o libido y el segundo incluye la fase de copula, que involucra
los ajustes de postura, intromision, eyaculacion y comportamiento postcopulatorio. El
apareamiento en el conejo es muy rapido y consiste en movimientos pélvicos ritmicos a una
frecuencia de 13 por segundo durante alrededor de uno a dos segundos. Durante este tiempo, el
macho estimula los flancos y el dorso de la hembra, en respuesta, ella adopta una postura de
lordosis, permitiendo la intromision peneana, seguida casi inmediatamente de la eyaculacion.
La duracion total de la intromision peneana es de tan solo 200 milisegundos. El acoplamiento
finaliza cuando el macho levanta las patas traseras y al extenderse hacia adelante pierde el

equilibrio y cae hacia atras o al costado de la hembra.

Las pautas de este comportamiento pueden observarse a partir de los tres meses de edad, siendo
probable obtener las primeras eyaculaciones en torno a los cuatro meses. A partir de esta edad,
la proporcion de machos que manifiestan comportamiento de monta y eyaculacién dependera

de condiciones ambientales y de la estirpe genética (Capra y Blumetto 2014)
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2.2.3 Fisiologia reproductiva

En general, la mejor edad para la primera cubricion fertil en estirpes o lineas de formato medio
(3.5a4.5kg) se sitda entre los 5 y 5.5 meses, alcanzando la plena produccion espermatica entre
los 7 y 8 meses de edad y, logrando mantener su actividad sexual hasta los 4 afios, seguin la
estirpe genética, condiciones ambientales y manejo (Jiménez y Vicente, 2012). No obstante,
sobre el ardor sexual influyen numerosos factores, entre los que destacan la edad, hembra
presentada y condiciones del medio ambiente (Alvarifio, 2000). En general, el conejo manifiesta
un elevado ardor sexual que, a diferencia de otras especies, no se corresponde con sus
posibilidades de fecundar una hembra. La mayor parte de los machos de conejo de estirpes de
formato medio son capaces de realizar entre 10 y 12 montas en un breve lapso de tiempo (30 a
60 minutos). Al respecto, la cubricion de una coneja mas de una vez puede mejorar ligeramente
las posibilidades de desencadenar la ovulacién. Sin embargo, si se establece como préctica
cubrir una coneja méas de dos veces con el mismo macho, debe tenerse presente que el macho
no produce una gran cantidad de espermatozoides y que no dispone de grandes reservas
seminales, por lo que un intento, claramente innecesario, de asegurar la induccién de la
ovulacion puede desencadenar la falta de fertilidad de ese macho en una cubricion posterior
sobre otra hembra. Estos problemas se acenttan durante el verano y el otofio, en primer lugar,
por una pérdida de ardor sexual debido a las altas temperaturas y, en segundo lugar, por una

disminucion de la produccion espermatica (Jiménez y Vicente, 2012).

La mayoria de los machos tratan de practicar un apareamiento algunos segundos después de que
se introduzca una hembra en su jaula. Cuando la hembra esta en estro corteja al macho y presenta
pautas de comportamiento sexual como: montas, mordidas, presentacion del tren posterior
levantando la grupa y agitando ligeramente la cola y se queda quieta ante la aproximacion del
macho; cuando éste la alcanza, la monta sujetandose a traves de sus miembros anteriores
sujetando los flancos de la hembra; generalmente también la muerde de la piel del dorso y
ejecuta de 7 a 14 movimientos copulatorios rapidos; una vez lograda la penetracion, eyacula en

la zona superior de la vagina e inmediatamente despues cae hacia atras o hacia un lado, algunas
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veces, emitiendo un chillido. Cuando la caida es lateral, generalmente el macho permanece

prendido a la hembra por un lapso de 2 a 3 segundos (Martinez, 1993).

Al igual que en otros mamiferos, la fertilizacion se producira en el &mpula unas 14 horas después

de la monta o 1A (Jiménez y Vicente, 2012).

2.2.4 Caracteristicas del semen

El semen es una mezcla de espermatozoides producidos por los testiculos y el plasma seminal
secretado por las glandulas accesorias y por el epididimo, que se combinan en el momento de

la eyaculacion (Castellini, 2008).

En el conejo, es un liquido traslucido, blanquecino, rico en fructosa (0.4-4 mg/ml), acido citrico
(0.5-6 mg/ml), que contiene sustancias organicas como inositol, glicerilfosforilcolina,
fosfolipidos, prostaglandinas y proteinas (Alvarifio, 2000) e inorganicas (sodio, potasio y cloro)
que sirven de protectores y nutrientes de los espermatozoides. Los componentes organicos
tienen un papel fundamental en el mantenimiento de la presion osmoética del semen, mas que los
iones inorganicos. Los componentes organicos también son esenciales para mantener el
metabolismo espermatico y el pH, que en conejos oscila entre 6.8 -7.5 (Tabarez, 2014). Algunos
de sus componentes son cruciales para el metabolismo, funcién, supervivencia y transporte del

espermatozoide en el tracto reproductor de la hembra (Castellini et al., 2013).

La evidencia cientifica ha demostrado que una fraccién de las particulas del plasma seminal,
juega un importante papel en la fisiologia de la reproduccion de varias especies de mamiferos.
En el conejo, contiene diferentes tipos de granulos secretados por la parte anterior de la prostata
Ilamada pro-prostata que representan alrededor del 15 al 20% del volumen de semen. Ellos se
caracterizan por una composicion Unica de lipidos, principalmente de fosfolipidos, colesterol y
desmosterol; este Gltimo protege los espermatozoides contra el choque del medio ambiente y
reaccion acrosomal (RA) prematura. Ademas, estos granulos contienen vitamina E; la cual

brinda protecciéon antioxidante relevante contra los radicales que son esenciales para la
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induccidn de la capacitacion de los espermatozoides (Collodel et al., 2012). Se han identificado
diferentes tamafios de granulos en el semen de varios mamiferos. En conejos, abundan en gran
medida (450 x 10° / ml), rodeados por una membrana bilaminar que contiene un material denso

apenas organizada (Castellini, 2008).

Se ha propuesto la importancia de estos granulos en la sincronizacion de la presencia de
espermatozoides con la disponibilidad de ovocitos, elemento importante para las especies en las
que la ovulacion es inducida por el apareamiento. Donde la ovulacion ocurre aproximadamente
10 a 16 horas después del apareamiento y durante esta fase de retraso los espermatozoides de
conejo deben evitar la capacitacion prematura y RA, por lo que se presume que dichas particulas

seminales contribuyen en retrasar este proceso (Castellini, 2008).

2.2.5 Fisiologia espermética

El espermatozoide debe atravesar por varias etapas fisiologicas para poder llevar acabo la
interaccidn con el ovocito, las cuales ocurren tanto dentro del tracto genital masculino como
fuera de éste, una vez que fueron depositados en el tracto genital femenino. Las diferentes fases
fisiologicas comprenden la maduracién epididimaria, la capacitacion y la reacciéon acrosomal.
Dichos procesos fisiol6gicos son explicados en los apartados subsecuentes, y que para
entenderlos, es necesario conocer qué es y como estd integrada estructuralmente la célula

espermatica.

2.2.5.1 El espermatozoide

Los espermatozoides son los mas divergentes de todos los tipos celulares, posiblemente debido
a que la mision para la cual se encuentran disefiados debe cumplirse fuera del cuerpo y en el que
son expuestos a varias barreras ambientales fisicas y quimicas (Inaba, 2011). Es una célula
altamente diferenciada y especializada, cuya funcién en la propagacion de la carga genética es
establecida a través de la penetracion y consecuente fecundacion del ovocito (Armas, 2009).
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Los espermatozoides se forman en los tubulos seminiferos de los testiculos. Estos tubulos
contienen una serie compleja de células germinales en desarrollo que finalmente constituiran

los gametos masculinos (Hafez, 2002).

2.2.5.2 Estructura del espermatozoide

A pesar de que hay caracteristicas especificas entre especies, los espermatozoides de los
mamiferos comparten la misma estructura basica: i) una cabeza, cuya funcion principal es
entregar un conjunto haploide de cromosomas al ovocito y ii) un flagelo que proporciona la
movilidad a la célula para permitir desplazarse dentro del aparato reproductor de la hembra y

penetrar la zona pelucida del ovocito (Mortimer, 1997).

La cabeza, como caracteristica principal, posee un nucleo aplanado oval, que contiene cromatina
muy compacta. La cromatina condensada consiste en un complejo formado por acido
desoxirribonucleico (ADN) y una clase especial de proteinas basicas Ilamadas protaminas
espermaticas y va a contener un nimero cromosomico haploide, esto es, que va a poseer la mitad
de cromosomas que existe en el ndcleo de las células somaticas de la misma especie (Armas,
2009). La funcidn principal de la cabeza, es precisamente, entregar de manera integra ese

conjunto haploide de cromosomas al ovocito (Mortimer, 1997).

Progresando desde adentro hacia fuera, la cabeza del espermatozoide se compone de un ntcleo,
en el que el ADN se encuentra hipercondensado por accién de las protaminas, las cuales fueron
sustituidas por otro tipo de proteinas, las histonas, durante la espermidgenesis. Esta
hipercondensacion brinda cualidades hidrodindmicas que favorecen la movilidad espermatica y
su penetracion a través de las cubiertas del ovocito. El nlcleo esta cubierto por una reducida
envoltura nuclear, seguida de la teca perinuclear, o también denominada matriz perinuclear, que
concede proteccion. La teca perinuclear se divide en tres segmentos que reflejan y cumplen
funciones unicas durante la fertilizacién: i) la region subacrosomal, ii) el segmento ecuatorial y

iii) el segmento postacrosomal (De Jonge y Barratt, 2006).
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El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundacion. La reactividad de esta estructura
representa un requisito absoluto para la fertilizacién y sélo los espermatozoides que pueden
realizar la reaccion acrosomal (RA) de manera sincronizada con la fase de penetracion del
ovocito, tienen la habilidad de pasar a través de la zona pelicida y, como consecuencia,

fusionarse con este para formar un embrién (Cabrera y Pantoja 2012).

El flagelo proporciona la fuerza mdvil necesaria para que el espermatozoide alcance la
superficie del ovocito y logre la fertilizacion. Los diferentes elementos del flagelo generan y
dan forma a las ondas de flexion que producen esta fuerza desde la base hasta la punta de la
estructura movil (Knobil y Neill 2006); se compone de una pieza intermedia, una pieza principal

y una pieza terminal (Mortimer, 1997).

El axonema es una estructura que se encuentra en todas las regiones del flagelo, y es el aparato
motor del espermatozoide. Estd compuesto por un par central de microtibulos y nueve pares
periféricos que se encuentran formando un anillo. Los nueve pares de microtubulos estan
rodeados por nueve fibras densas externas, estas estructuras se componen de varias proteinas
ricas en zinc y puentes disulfuro que le dan la flexibilidad y la forma al movimiento flagelar
(Almelar et al., 1980). Cada par de microtibulos estan unidos entre si por una proteina llamada
nexina que forma puentes entre los pares y permite la conexién entre ellos; a su vez existe en
cada microtubulo una proteina que se proyecta hacia adelante llamada dineina, la cual es la
encargada de convertir la energia quimica que se encuentra en forma de ATP, a energia
mecénica para que se realice el desplazamiento de los microtubulos. La correcta secuencia de
deslizamiento de los pares de microtdbulos, provoca que se formen y se propaguen las ondas, y
asi el flagelo experimenta su movimiento rotacional y eliptico caracteristico (De Jonge y Barratt,
2006).

En el conejo, la longitud total del espermatozoide es de 55.29 + 3.35 um. La cabeza es
visiblemente elipsoidal y con una longitud de 8.26 £ 0.27 um y 4.82 £ 0.21 pum de ancho. Por
otra parte, la longitud del acrosoma es de 3.91 + 0.13 um, la pieza media de 9.22 £ 0.34 umy

el flagelo presenta una longitud de 47.00 + 3.30 um (Ambriz et al., 2003).
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2.2.5.3 Membrana plasmética del espermatozoide

La organizacion de las células eucariotas esta determinada en gran medida por sus membranas
bioldgicas, cuya funcién y estructura se basan en las propiedades intrinsecas de los lipidos de
membrana. Se consideran entidades dindmicas y fluidas ya que la mayoria de sus lipidos y
proteinas son capaces de moverse en el plano de la membrana, ademéas de sufrir un continuo
recambio de sus componentes. Su estructura general es una bicapa lipidica, la cual es una
estructura estable, que permite cierto grado de movilidad lateral de sus componentes
permitiendo la creacién de dominios altamente diferenciados en composicion y arquitectura
(Corona, 2014).

La membrana forma una barrera selectiva que separa, comunica y define a las células y sus
organelos internos; ademas recibe y propaga sefiales importantes que controlan el
comportamiento celular. Se sabe que la mayor parte de la actividad de una célula ocurre dentro
o0 alrededor de las membranas, y en este contexto, su funcion no depende exclusivamente de las
proteinas particulares que contienen, sino mas bien, de la composicion de los lipidos y
estructuras lipido-proteina. Estas caracteristicas participan en las funciones especificas de la
celula, asi como el control general de su fisiologia (Escriba y Nicolson 2014). Su composicion
esta dispuesta por diversos arreglos de lipidos que adoptan como arquitectura central la bicapa;
los lipidos que componen la membrana son: i) los glicerofosfolipidos (GPLSs), la familia mas
grande de lipidos membranales, en los cuales, las regiones hidrofobicas estan compuestas por
dos cadenas de &cidos grasos unidos al glicerol; ii) los esfingolipidos (SLs), que componen la
segunda familia mas grande de lipidos membranales y al igual que los fosfolipidos tienen una
cabeza polar (glucosa, fosfocolina, etc) y dos colas no polares, pero a diferencia de estos, no
contienen glicerol sino una molécula del amino alcohol de cadena larga, denominada,
esfingosina o uno de sus derivados, una de sus colas es una molécula de &cido graso de cadena
larga y saturada y la otra es una cadena hidrocarbonada que forma parte de la esfingosina y esta
unida a ella mediante un enlace glucosidico o fosfodiester y iii) los esteroles que son compuestos
caracterizados por un sistema rigido de cuatro anillos de hidrocarburos fusionados y su principal

representante es el colesterol (Bonales, 2004).
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La compartamentalizacion de las membranas tanto estructural como funcional no solo depende
de la propia composicion lipidica sino también de su contenido de proteinas capaces de
organizar los lipidos. La diversidad en las estructuras y propiedades fisicas de los lipidos ofrece
una amplia variedad de posibles interacciones con proteinas que afectan su ensamblaje,
organizacion y funcion, ya sea en la superficie de o dentro de las membranas (Dowhan et al.,
2004). La combinacion de estas dos macromoléculas dentro de las membranas hace posible la
existencia de regiones con caracteristicas fisicoquimicas y composicion diferentes. De esta
forma se originan microdominios de membrana en los que se concentran o segregan, seguin su
afinidad, determinados tipos de lipidos y proteinas. Estos microdominios pueden desempefar
distintas funciones celulares como por ejemplo el trafico intracelular de membranas en las rutas

exociticas y endociticas o la formacion de uniones celulares (Aranda, 2008).

2.2.5.4 Espermatogenesis

El espermatozoide es el producto final del proceso de espermatogénesis que consta de varias
fases de divisiones sucesivas mitéticas, meioticas y posmeioticas. De estos eventos resulta una
célula haploide altamente diferenciada en estructura y funcién, y capaz de combinarse con el
ovocito y comenzar el desarrollo de un nuevo individuo. Esta célula, denominada célula
germinal, es producida a partir de células madre (espermatogonias) diploides dentro de los
limites de los tdbulos seminiferos de los testiculos. La espermatogénesis ha sido
morfolégicamente simplificado al reconocer asociaciones celulares o "etapas" y "fases" que
avanza a través de ciclos espermatogénicos precisamente cronometrados y altamente
organizados, esenciales para la produccién continua de espermatozoides, la cual depende de
numerosos factores, tanto intrinsecos (células de Sertoli y células germinales) como extrinsecos
(andrdgenos), asi como la especificidad en la especie. El proceso de diferenciacion celular
consta de tres fases: mitosis, meiosis y espermiogénesis. Cada una de estas fases se describe a

continuacion.
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2.2.5.5 Mitosis

Implica la proliferacion y mantenimiento de espermatogonias. La cual precisa de estricto orden
en la secuencia de eventos en donde el material genético (cromosomas) se duplica, acompafiado
por la disgregacion de la envoltura nuclear y la formacion de dos células hijas; resultado de la
division equitativa de los cromosomas y el citoplasma. En esta fase de division celular pueden
diferenciarse tipos celulares como las espermatogonias tipo A y B, asi como espermatocitos

primarios.

2.2.5.6 Meiosis

Caracterizada por dos divisiones sucesivas de material hereditario seguido por un unico periodo
de sintesis de ADN. La meiosis se inicia en los espermatocitos primarios, dando lugar cada uno
de ellos a dos espermatocitos secundarios. Posteriormente se produce la segunda division
meidtica dando lugar a las espermatidas. Al final, cada célula contara con un cromosoma del
par homologo recombinado y las cromatidas estaran unidas tnicamente al nivel del centromero.
De esta forma por cada espermatogonia que entra en meiosis se obtienen cuatro células
haploides (con una Unica copia de ADN) y genéticamente diferentes, dos de las portadoras del
cromosoma X Yy las otras dos del Y, Ilamadas espermatidas.

2.2.5.7 Espermiogénesis

La espermiogénesis es un proceso de transformacion y maduracion de las espermétidas en
espermatozoides, sin que se produzca division celular alguna. Entre los cambios de mayor
relevancia, podemos destacar: la formacion del acrosoma, el desarrollo del flagelo, la
transformacion del nucleo, la reorganizacion de los organulos y del citoplasma y la liberacion
de los espermatozoides desde el epitelio tubular al lumen (espermiacion). Las diversas etapas
de la transformacion de las espermatidas se dividen en cuatro fases: de Golgi, de
encasquetamiento, acrosémica y de maduracion (Hafez, 2000). El resultado final de todos estos

procesos es la aparicion de una célula (espermatozoide) altamente diferenciada y una serie de
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restos del citoplasma conocidos como cuerpos residuales que seran absorbidos por las células

de Sertoli vecinas (Tejerina, 2007).

En el conejo adulto la duracion de la espermatogénesis, tiempo necesario para que se forme un
espermatozoide a partir de una espermatogonia, es de 38 a 41 dias. Una espermatogonia da 16
espermatocitos primarios, de cada uno de los cuales se obtienen una media de 3,1 espermatidas.
La produccion diaria de espermatozoides se estima en 30 a 40 millones por gramo de testiculo

y dia, siendo un total de 250 millones, con variaciones raciales y estacionales (Alvarifio, 2000).

2.2.5.8 Maduracion espermatica en el epididimo

La capacidad fertilizante de los espermatozoides testiculares es adquirida solo después del
transito por el epididimo; donde al final de esta estructura, el gameto masculino es capaz de
moverse, experimentar el proceso de capacitacion, migracion a través del tracto reproductor de
la hembra, unién con la membrana del ovocito y fusion entre gametos para la obtencién de un
embrion viable (Dacheux y Dacheux 2013). Se ha encontrado, en el cuerpo distal del epididimo
de conejo, poblaciones de espermatozoides capaces de penetrar en un gran porcentaje los
ovocitos correspondientes. Una vez que tal capacidad es adquirida, no se producen aumentos
significativos de la misma en regiones mas distales del epididimo (Regalado., 1992).

Los cambios que ocurren en los espermatozoides son inducidos por la presencia de sustancias
secretadas y por la eliminacion de otras que son absorbidas por parte de tipos celulares
particulares presentes en el epitelio epididimario (principales, basales, apicales, estrechas y
halo). Estos tipo celulares, los cuales son dependientes de estimulacidén androgénica, secretan
las proteinas que interactian con el espermatozoide como parte de la maduracion para
convertirse en gametos completamente funcionales (Knobil y Neill, 2006). Los cambios
estructurales y funcionales de los espermatozoides como la condensacion nuclear, pérdida de la
gota citoplasmatica, cambio en la carga superficial y cambios en la morfologia del acrosoma, se

deben a la utilizacion de fosfolipidos y colesterol como sustratos durante la maduracion en el
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epididimo. (Barrios, 2002). La maduracion espermatica en el conejo se realiza entre los 8 a 10
dias (Avarifio, 2000).

2.2.5.9 Capacitacion y reaccion acrosomal

Los espermatozoides recién eyaculados son mdviles y viables, no obstante son incapaces de
fecundar al ovocito (Risopatrén et al., 2005). Para lograr esta funcion, es necesario que
experimenten algunos cambios estructurales y bioquimicos durante el recorrido por el tracto
genital de la hembra, que los habilitan para fertilizar al 6vulo. Este proceso se le conoce como
capacitacién espermatica (CE), indispensable para que ocurra la fertilizacion. En la coneja se ha
comprobado que la fecundacidn in vitro requiere una previa capacitacion, que puede conseguirse
por incubacién del espermatozoide en las vias genitales de la hembra durante, al menos, seis
horas (Alvarifio, 1995). La capacitacion espermatica y los procesos relacionados son el resultado
de varios eventos bioguimicos intracelulares (Ferramosca y Zara 2014) tales como la
modificacion del pH intracelular, incremento de la permeabilidad para iones como el Ca?*,
aumento en la fluidez de la membrana plasmatica y su metabolismo, y la modificacién de los
patrones de fosforilacion de proteinas y composicion lipidica. Ademas de llevar a cabo la
hiperactivacion espermatica, caracterizada por un incremento en la amplitud de curvatura
flagelar, presentado por un batido asimétrico, el cual ayuda al espermatozoide a nadar a través
del moco del oviducto y penetrar en la zona peltcida (ZP) del ovocito (Risopatron et al., 2005),
al igual que por la accion de la proteina PH-20 localizada en la membrana plasmatica del

espermatozoide que posee un dominio con actividad hialuronidasa (Primakoff y Myles, 2002).

La ZP es una capa extraceluar transparente compuesta por una matriz de glicoproteinas que
rodea los ovocitos. Tiene un papel fundamental en la fertilizacion incluyendo la unidn especie-
especifica del espermatozoide-ovocito, la induccién de la reaccion acrosomica, el bloqueo de la

polispermia y la proteccion del embrion (Epifano y Dean,1994).

El espermatozoide que alcanza y se une a la ZP, recibe una sefial y se producen cambios

moleculares complejos que dan lugar a la aparicion de zonas de perforacion en el acrosoma,
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generandose multiples puntos de fusién entre la membrana plasmatica del espermatozoide y la
membrana externa del acrosoma. La fragmentacion de las membranas en estos puntos hace que
aparezcan zonas de comunicacion o abertura (Moore et al., 2013). Los cambios inducidos por
la reaccion acrosomal se asocian a la liberacion de enzimas por parte del acrosoma, como la
hialuronidasa y la acrosina, encargadas de disolver las envolturas ovocitarias facilitando el
proceso de fertilizacion (Tabarez, 2014).

Por tanto, el reconocimiento de la ZP por el espermatozoide puede ser dividido en dos fases: i)
unién primaria en la cual el acrosoma intacto del espermatozoide se une con proteinas de la ZP;
y ii) unién secundaria en la cual el espermatozoide reaccionado expone una serie de proteinas

intra acrosomales con alta afinidad a la ZP (Avilés, 2011).

Una vez que el espermatozoide atraviesa la ZP y ha sufrido la RA, el siguiente evento es
contactar con el ovocito. Tras la RA se provoca una remodelacion de la superficie del
espermatozoide, quedando expuesta la membrana acrosomal interna, que contactara con las
microvellosidades del ovocito. La interaccion se inicia con una primera unién labil y a
continuacidn tiene lugar la adhesion celular propiamente dicha entre los dos gametos, para
culminar con la fusion de las dos membranas (Canovas y Coy 2008).

Durante la fusién de gametos del ovocito maduro los granulos corticales se fusionan con el
oolemay liberan su contenido dentro del espacio perivitelino en un evento de exocitosis llamado
reaccion cortical, regulada por procesos moleculares que incluyen al Ca?*, el inositol 1, 4, 5
trifosfato que induce la liberacion del Ca®* almacenado en los compartimentos celulares, la
proteina G y proteinas calcio dependientes. Durante este proceso, los granulos corticales liberan
enzimas que participan en la eliminacion de los receptores para los espermatozoides que estan
localizados en la glicoproteina ZP3, previniendo la union e inicio de la reaccion acrosomica en
la superficie externa de la ZP de méas espermatozoides, regulando asi la polispermia (Saavedra,
2009). En cuanto se produce la fusion del espermatozoide y el ovocito, éste se activa, proceso

que conlleva a la reanudacion de la meiosis. (Barajas, 2013).
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2.3 EVALUACION SEMINAL

La célula espermatica es el componente mas importante del semen, ya que esta disefiado para
pasar a través del tracto reproductor de la hembra, someterse a la capacitacion, unirse a la zona
pellcida, penetrar el ovocito, y ofrecer un conjunto haploide normal de cromosomas a este
ultimo. Los espermatozoides se obtienen facilmente en grandes cantidades para estudiar varios
rasgos que son indicadores directos de la fertilidad. Por lo que su valoracion por medio de
analisis espermatobioscopico sigue siendo una de las herramientas de evaluacion mas empleadas

en la seleccion de reproductores (Foote, 2003).

La valoracion macro y microscopica del material seminal permite determinar la calidad,
viabilidad y fertilidad de los espermatozoide. No se dispone de una prueba Unica para determinar
con exactitud la fertilidad de los eyaculados individuales, pero cuando se combinan
cuidadosamente varias de ellas, se pueden seleccionar los eyaculados para utilizar los que tengan

un potencial de fertilizacion més elevado que los que son desechados (Aisen, 2004)

2.4 EVALUACION MACROSCOPICA

El analisis macroscdpico del eyaculado consiste en una valoracion general y rapida de aquellas
caracteristicas del mismo que se pueden evaluar a simple vista y que proporcionan informacion
especialmente valiosa ante problemas muy evidentes de calidad (Buxadé y Sanchez, 2000). La
valoracion de pardmetros macroscopicos en conejos implica: consistencia y aspecto, color,

volumen y presencia de gel (Barajas, 2013).
2.4.1. Consistencia y aspecto
El semen de conejo es un liquido denso-cremoso. A medida que aumenta el nimero de

eyaculaciones en una misma jornada, el semen se torna mas claro por disminucion de la

concentracion espermatica (Alvarifio, 2000).
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2.4.2 Color

Es la primera observacion que se realiza en el eyaculado. En conejos, se valoran como aptos,
aquellos eyaculados que presentan color blanco — nacarado, desestimandose los que presentan
coloraciones amarillentas (presencia de orina) o rojizas parduzcas (presencia de sangre por

lesiones en estructuras reproductivas internas) (Lavara et al., 2003).

2.4.3 VVolumen

En conejos, el volumen de semen varia entre 0,3 y 6,0 ml dependiendo de la secrecion de las

glandulas accesorias incluyendo la fraccion gel (Fallas, 2010).

2.4.4 Gel

El semen de conejo es un liquido denso y cremoso a medida que suceden los saltos o
extracciones en una misma jornada, el liquido espermatico se hace mas claro por disminucién
de la concentracion espermética. En condiciones de monta natural se coagula en la vagina,
impidiendo que los espermatozoides refluyan hacia el exterior del tracto genital de la hembra
(Alvarifio, 2000). El porcentaje de eyaculados que presentan gel (o tap6n mucoso) varia
dependiendo de la estacion del afio siendo mas habitual su presencia en los eyaculados
recuperados en primavera. En A es necesario proceder a la extraccion inmediata si se presenta,
ya que se este elemento propicia la aglutinacion de los espermatozoides; dificultando la
evaluacion del eyaculado (Lavara et al., 2003).

2.5 EVALUACION MICROSCOPICA
El espermiograma clasico incluye un conjunto de pruebas microscopicas desarrolladas para

estimar la calidad seminal in vitro y poder correlacionarla con la fertilidad in vivo (Saffa et al.,

2008; Buxadé y Sanchez, 2000). Los parametros microscopicos son: viabilidad, movilidad,
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morfologia, concentracion y estado de la integridad del acrosoma de los espermatozoides, en
razén a que existe relacion de estos parametros con la fertilidad real del animal (Barajas, 2013).

2.5.1 Viabilidad

La viabilidad de los espermatozoides es un factor determinante de la calidad del espermatozoide
y el requisito previo para fertilizacion exitosa (Di Lorio, 2014), ya que una membrana plasmatica
intacta es necesaria para mantener las actividades metabdlicas intracelulares e interactuar con la

zona pelucida de un ovocito (Almela, 2014).

El termino viabilidad o vitalidad espermatica es generalmente utilizado para referirse a los
espermatozoides con membrana plasmatica intacta (Almela, 2014). La integridad de la
membrana plasmatica se muestra por la capacidad de una célula viable para excluir el colorante,
mientras que el tinte se difunde pasivamente en las células con dafio en su membrana plasmatica
(Di Lorio, 2014).

2.5.2 Movilidad

Movilidad es una de las caracteristicas mas importantes asociados con la capacidad fecundante
de una muestra seminal. Es un atributo importante, porque es facilmente identificable y refleja
la estructura, funcionalidad y competencia espermatica, asi como aspectos esenciales de su
metabolismo. Este parametro también es definido como la capacidad de movimiento de la célula

espermatica (L6pez-Brea, 1992).

Existen varias técnicas de estudio de la movilidad, pero la mas utilizada y a la vez mas simple
es la valoracion visual subjetiva del porcentaje de espermatozoides moviles y la calidad de su
movimiento. La movilidad espermatica es un elemento indispensable para que ocurra la

fecundacién natural (Montenegro y Chimarro, 2013).
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2.5.3 Morfologia

La evaluacion morfoldgica se realiza usando la optica de contraste diferencial de interferencia,
la Optica de contraste de fase o las tinciones supravitales como el verde rapido/eosina, la
eosina/azul de anilina, el azul tripan/Giemsa o el amarillo de naftol/eritrosina. De hecho,
posiblemente la tincién mas utilizada es la eosina-nigrosina, la cual es econémica, accesible y
facil de realizar. Esta tincion tifie de color rosado los espermatozoides que presentan una
membrana alterada, mientras que los espermatozoides vivos se observan de color blanco sobre

un fondo purpura (Quintero, 2003).

2.5.4 Concentracion

Existe gran variabilidad en la concentracién espermatica de un eyaculado a otro (Barajas, 2013),
por lo que es importante conocer el nimero de espermatozoides por eyaculado, ya que de éste
parametro depende el nimero de dosis seminales que se obtendran. En conejos, la concentracion
espermatica puede situarse entre 50 y 500 millones de espermatozoides por ml (Alvarifio, 2000).
Existen diferentes métodos para determinar la concentracién espermatica en el semen. Una
forma puede ser la utilizacion de hemocitometros (Neubauer, Thomas-Zeib y Burker-Turk).
Estas se basan en realizar una dilucién (1:100; 1:200), de la muestra de semen con solucién

salina, para finalmente observarse con un microscopio optico (40x) (Almela, 2014).

2.5.5 Integridad del acrosoma

En un espermatozoide que tenga el acrosoma intacto, se pueden distinguir tres regiones en la
cabeza: la zona acrosomal, con un borde apical, la zona postacrosomal y el segmento ecuatorial
entre ambas. Los dafios en el acrosoma provocan que se liberen enzimas, dentro de las mas
importantes, acrosina y hialuronidasa que alberga en su interior, impidiendo la fertilizacion, de
forma que si el porcentaje de estas alteraciones es elevado, puede provocar un descenso de la
fertilidad (Ferrian, 2007), por lo que conviene realizar una valoracién especifica del mismo
(Tabarez, 2014).
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Para la evaluacion de la integridad del acrosoma se puede recurrir a la utilizacion de tinciones
fluorescentes como la clortetraciclina (CTC), la cual se une a los iones de calcio asociados a las
proteinas de la cara interna de la membrana de la cabeza de los espermatozoides, permitiendo
asi la visualizacion de la localizacion de los iones de calcio y su cambio, asociados al proceso
de capacitacion (Ferrian, 2007). La utilizacion de CTC tiene el potencial de producir patrones
de fluorescencia que reflejan el estado del acrosoma, asi como la dinamica del proceso de
capacitacion en el espermatozoide. Siendo de la siguiente manera: patron F, con fluorescencia
ligera uniformemente distribuida en toda la cabeza del espermatozoide, representado por los
espermatozoides incapacitados con acrosoma intacto; patron B, con fluorescencia en la region
acrosomal, representado por los espermatozoides capacitados con acrosoma intacto; y patron
RA, con ausencia o presencia de una fluorescencia pequefia en la cabeza, y presencia de una
delgada banda fluorescente en la region ecuatorial del espermatozoide, representado por los
espermatozoides capacitados con reaccion acrosomal (Avila, 2006).

2.6 CONSERVACION DE GAMETOS

Desde el desarrollo inicial de la |A a mediados de la década de 1940 hasta las posibilidades mas
recientes que ofrece el almacenamiento y transferencia de ADN, las biotecnologias
reproductivas han sido fundamentales para la transferencia de material genético in vivo e in
vitro. Las técnicas actualmente accesibles y econdmicamente viables para la conservacion in
vitro de recursos zoogenéticos incluyen la crioconservacion de células reproductivas, embriones
y tejidos. Los materiales conservados mediante estas técnicas siguen siendo viables y

funcionales durante decenios o incluso siglos (FAO, 2010).

La criopreservacion de ovocitos es una valiosa herramienta para preservar la biodiversidad
genética de los animales, pero no se utiliza a menudo debido a la reducida fertilidad se
recuperacion después de la descongelacién. Actualmente, la preservacion de la diversidad
genética en la especie cunicola solo se realiza por congelacion de embriones en la fase de morula

compacta. La criopreservacion de ovocitos no se utiliza debido a la muy reducida fertilidad de
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recuperacion tras la congelacion lenta, la congelacion répida o la vitrificacion (Salvetti et al.,
2010).

El conejo se ha utilizado como modelo animal para estudiar la reproduccion de los mamiferos
durante més de un siglo. Para tal fin, diferentes tecnologias para el desarrollo de embriones de
conejo de manera in vitro han sido ensayadas, tales como la fertilizacion in vitro (FIV), la
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), y la activacion partenogenética.
Aunque parece posible, la IVF no ha tenido éxito en el conejo, posiblemente debido a la falta
de un eficiente sistema de capacitacion in vitro para espermatozoides de conejo vinculado a la
baja permeabilidad de la membrana plasmatica del espermatozoide de conejo. Del mismo modo,
ICSI ha sido ampliamente utilizado en conejo para estudiar al ovocito, su fertilizacion y el
desarrollo embrionario. Sin embargo, esta técnica es dificil de realizar debido a que los ovocitos
de conejo poseen granulos oscuros en el plasma y facilmente lisar y morir después del proceso
de ICSI; presentando en conejos una tasa de éxito menor al 4%. Algunos estudios han empleado
la técnica de activacion partenogenética como una herramienta alternativa para evaluar la
competencia de los ovocitos y en el desarrollo in vitro en el conejo. Sin embargo, una limitacién
sustancial de esta técnica es que no se puede obtener descendencia hasta este momento (Salvador
y Jiménez 2013).

El desarrollo alcanzado en la tecnologia reproductiva permite, hoy, de un lado mejorar las
posibilidades de mejora y difusién genética de las lineas comerciales, y de otro conservar y
caracterizar los recursos genéticos de esta especie. Asi, la IA ha contribuido notablemente al
desarrollo de la cunicultura industrial, mientras que técnicas como la crioconservacion de
espermatozoides o de embriones han contribuido a generar bancos de germoplasma tanto de
lineas comerciales como de algunas razas, favoreciendo en ocasiones la difusion y el
conocimiento genético, y en otras la conservacion frente a posibles epizootias o perdidas de

patrimonio genético (Jiménez y Vicente, 2012).
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2.7 CONSERVACION ESPERMATICA

Las biotecnologias reproductivas han sido desarrolladas como aplicaciones de rutina tanto para
propagar de forma segura el material genético entre las poblaciones reproductoras como de
acortar los intervalos generacionales y de seleccion. El semen es todavia el componente "més
barato" de la cria artificial, algo que explica el predominio de Al sobre cualquier otra

biotecnologia reproductiva (Rosato y laffaldano 2011).

Si bien es cierto que tanto la refrigeracion como la congelacion inducen cambios en la
funcionalidad espermaética parecidos a la capacitacién en numerosas especies domésticas, el
proceso de criopreservacion produce mayor disminucién de la fertilidad, respecto a la
refrigeracion, probablemente a causa de la combinacion de alteraciones en la funcionalidad con
una pérdida de la viabilidad de los espermatozoides debido al dafio estructural que ha de soportar

la célula durante el proceso congelacion/descongelacion ( Medrano, 2005).

Para conservar la viabilidad de los espermatozoides durante periodos prolongados es necesario

reducir su actividad metabdlica, mediante la reduccion de la temperatura (Najarro, 2004).

2.7.1 Conservacion de espermatozoides de conejo mediante refrigeracion

En 1776, Lazzaro Spallanzani habia observado que las bajas temperaturas provocaban una
reduccion reversible de la actividad metabdlica de los espermatozoides, lo cual permitia
almacenarlos. Fue en 1956 que Harrop logra la primera prefiez con semen refrigerado abriendo
las puertas a la criopreservacion. Posteriormente, en 1969, se comunica por primera vez una IA

satisfactoria con semen congelado (Stornelli et al., 2001).
A diferencia de otras especies, los espermatozoides de conejo presentan una baja permeabilidad

al agua y un alto coeficiente de activacion de energia; razones por las cuales la supervivencia

espermatica resulta inferior al utilizar técnicas como la criopreservacion (Ferrian, 2007).
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Actualmente, la IA en conejos se realiza generalmente con semen refrigerado almacenado por
periodos cortos de tiempo (menos de 36 horas) con buenos resultados en la fertilidad y
prolificidad respecto al semen congelado (Lavara et al., 2013). Resultados que pueden estar
relacionados con la cantidad de colesterol contenido en sus membranas, el cual es el doble
respecto a otras especies como el bovino y ovino. Lo cual los hace menos susceptibles a los

dafios generados por el choque de frio (Mocé, 2014).

El-Kelawy et al., 2012 evaluaron la viabilidad y capacidad fecundante de espermatozoides de
conejo almacenados durante 48 horas a 5°C de refrigeracion; ademas de prolificidad por
camada. Para ello se report6 un 55.33% de movilidad, 56% viabilidad espermética hasta las 48
horas de refrigeracion; y con 5.79 gazapos por camada en hembras inseminadas artificialmente

para el mismo tiempo de conservacion.

Roca et al., 2000 evaluaron la viabilidad espermatica a 15°C de refrigeracion durante 96 horas,
asi como la tasa de fertilizacion en hembras inseminadas artificialmente; encontrando
porcentajes de movilidad, integridad de membrana plasmatica y acrosomas normales de hasta
75% a las 48 horas de conservacion. Posterior a ese tiempo los mismos parametros se redujeron
drasticamente. Con respecto a la fertilidad en las hembras, solo se inseminaron con semen
refrigerado a 0, 24 y 48 horas, resultando en 7 gazapos por camada para cada uno de los tiempos

evaluados.

Rosato y laffaldano 2011 evaluaron parametros espermaticos como movilidad masal, movilidad
progresiva, viabilidad e integridad de la membrana a temperaturas de 5°C y 15°C hasta 196
horas de refrigeracion sometidos a dos diferentes diluyentes que fueron: (1) Tris + &cido citrico
+ glucosa y (2) Cunigel, como medio comercial. Los resultados mostraron que los parametros
evaluados en 5°C presentan mayores porcentajes de calidad espermatica respecto a los
evaluados a 15°C, a su vez, dicha calidad se mostro aceptable hasta las 48 horas de refrigeracion,
con 75.8% de movilidad masal, 46.7% de movilidad progresiva, 77.1% de viabilidad y 68.9%

de integridad acrosomal utilizando el diluyente comercial.
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La técnica de refrigeracion permite reducir la tasa de metabolismo celular permitiendo mantener
la viabilidad y capacidad fecundante de los espermatozoides, posibilitando la realizacion del
traslado y la difusion de semen para uso, (Rebollar 2005) el cual depende de la capacidad de los
diluyentes para proporcionar un entorno adecuado para el metabolismo de los espermatozoides
(El-Kelawy et al., 2012).

2.7.2 Efecto de la refrigeracion sobre el espermatozoide.

La capacidad de los espermatozoides de conejo para sobrevivir in vitro después de su
conservacion, mediante métodos de refrigeracion o congelacion es limitada (Sariozkan 2014),
atribuible a alteraciones en su fisiologia y viabilidad y en consecuencia una disminucion en los
porcentajes de fertilidad (EI-Kelawy et al., 2012). El estrés oxidativo puede considerarse como
uno de los factores mas relacionados con la aparicién de estas alteraciones y es producido como
resultado del incremento de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO) a causa del
choque térmico y la alteracion de la disponibilidad y funcionalidad de los antioxidantes

enddgenos a causa de la remociédn del plasma seminal (Restrepo et al., 2012)

Los ERO pueden generarse en la célula, a través de procesos enzimaticos y no enzimaticos.
Cualquier proteina o sistema enzimatico con la capacidad de transferir electrones puede generar
ERO como subproductos de la reaccion de transferencia electronica. La principal fuente de ERO
en las células es la mitocondria. Datos cuantitativos, obtenidos de mitocondrias aisladas,
sugieren que alrededor del 2-6% del consumo de oxigeno se debe a la produccion de 027, y el
80% de éste se genera en la mitocondria a nivel de la cadena respiratoria. EI oxigeno molecular
(©2) acttia como aceptor final de los electrones en la citocromo oxidasa (complejo V), que
cataliza la oxidacion del oxigeno a agua. Sin embargo, en condiciones fisioldgicas, la reduccién
incompleta del oxigeno puede darse a nivel de los diferentes complejos, que pueden catalizar
transferencias de uno o dos electrones, con la consiguiente generacion de ERO (Camara, 2005),
donde los principales EROS son el anion superdxido ©2), el radical hidroxilo ©H), peroxil
(ROO) " alkosil RO, hidroperoxil °2?) y peroxido de hidrégeno 292 son consideradas las ERO

biologicamente méas importantes (Rizzo et al., 2012; Hancock et al., 2001). Cuando las ERO
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exceden a los sistemas de defensa, se provoca un estado que se denomina estrés oxidativo. El
estrés oxidativo se produce al generarse una cascada de eventos intracelulares que puede resultar
0 en la adaptacion o en el dafio celular. En el primero de los casos, se obtiene la regulacion de
los elementos que forman parte del sistema de defensa antioxidante, esto, en un intento por
restaurar el balance oxidante/antioxidante de la célula. Sin embargo en el segundo de los casos,
el estrés oxidativo puede provocar dafios o incluso la muerte celular (Arenas et al., 2014).

En la célula existen diferentes sistemas que contrarrestan la generacion de ERO, ya sean los
constituidos por moléculas capaces de eliminar directamente las ERO, como los basados en
sistemas enzimaticos que actan en cascada para eliminar rapidamente el 02" y sus metabolitos.
Los sistemas antioxidantes pueden clasificarse en dos tipos: los sistemas de defensa primario y
secundario. Entre los sistemas antioxidantes primarios se encuentran aquéllos capaces de
interceptar las ERO evitando la produccién de nuevos radicales libres y el dafio consiguiente a
estructuras celulares. Entre ellos se encuentra la superoxido dismutasa (SOD), la glutation
peroxidasa (Gpx), la catalasa y la tioredoxina reductasa (Kinnula y Crapo, 2004). Los sistemas
antioxidantes secundarios son moléculas que acttan atrapando radicales libres evitando asi, que
éstos inicien reacciones en cadena que podrian dafiar estructuras celulares. Algunos ejemplos
son la vitamina E, vitamina C, beta-carotenos, acido Urico, bilirrubina, y albimina (Jacob et al.,
1995).

Los espermatozoides producen espontaneamente una variedad de ERO, incluyendo el 02 y el
H20?. Producidas en pequefias cantidades, las ERO son funcionalmente importantes en la
conduccion de las cascadas de fosforilacion de tirosina asociado con la capacitacion
espermatica. Sin embargo, cuando la produccién de ERO supera las limitadas defensas
antioxidantes del espermatozoide, se induce un estado de estrés oxidativo (Guthrie y Welch,
2012), siendo una amenaza, mas que para cualquier otra célula, debido al gran contenido de
acidos grasos en su membrana plasmatica de los espermatozoides, provoca que sean
particularmente susceptibles a ERO (Chabory et al., 2010). Estas pueden reaccionar con un
amplio rango de moléculas biolégicas como los &cidos grasos insaturados de las membranas,

los sulfhidrilos de las proteinas y los acidos nucleicos (Halliwell y Gutteridge, 2015).
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Los principales dafios celulares inducidos por la refrigeracion incluyen alteraciones
morfologicas como ruptura de la membrana plasmatica (principal estructura afectada durante la
refrigeracion). Esta susceptibilidad al frio viene determinada por el contenido de colesterol en
las membranas y por la proporcién de acidos grasos poliinsaturados que estan presentes en los
fosfolipidos, ya que ambos fendmenos influyen en la fluidez de las membranas celulares. Otros
de los dafios que se presentan son la degeneracion acrosomal y lesiones en las mitocondrias. La
pérdida de las propiedades de selectividad en la permeabilidad de la membrana es uno de los
hechos que mas precozmente se producen en el proceso; asociada a las fases de transicion de
los lipidos de la membrana debidas al choque térmico. La actividad respiratoria del
espermatozoide disminuye, asi como la glucolisis, lo que provoca una reduccion en los niveles
de ATP y por ello, la pérdida de la movilidad. Por otra parte, el ADN sufre degeneracion. Las
alteraciones bioquimicas del espermatozoide estan causadas sobre todo por la pérdida de la

selectividad de la membrana y por la pérdida de enzimas y de fosfolipidos.

Las alteraciones de la morfologia del acrosoma son debidas a procesos fisiologicos asociados,
por un lado al envejecimiento de la célula espermatica, y por otro, al proceso de fertilizacion.
No obstante, también se producen cambios en el acrosoma como consecuencia del choque por
frio (Almela, 2014).

2.8 DILUYENTES

Con el objetivo de superar los diferentes dafos a la integridad del espermatozoide, se han
agregado extensores o diluyentes durante su almacenamiento en refrigeracion (Sariozkan,
2014). El diluyente se define como una solucidn acuosa que permite, ademas de incrementar el
volumen del eyaculado, mantener la funcionalidad de la célula espermatica hasta el momento
de su utilizacion, rentabilizando al méximo el eyaculado y optimizar el manejo del semental
(Buxadé y Sanchez, 2000).
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2.8.1 Caracteristicas de los diluyentes

El diluyente proporciona beneficios como: proveer de nutrientes para la obtencidn de energia,
proteger al espermatozoide del choque por frio, control de las fluctuaciones del pH a traves de
su capacidad tampon, mantenimiento de un apropiado balance osmoético e inhibicion del
crecimiento bacteriano (Althouse GC, 1997) permitiendo mantener la capacidad fertilizante de

los espermatozoides durante varios dias.

Algunas caracteristicas que deben tener los diluyentes:

e Deben ser isotonicos al semen (tener la misma concentracion de iones libres).

e Capacidad amortiguadora (evitar cambios de pH al neutralizar los acidos producidos por
el metabolismo de los espermatozoides).

e Proteger a los espermatozoides de las lesiones producidas por el choque térmico.

e Proporcionar nutrientes para el metabolismo de los espermatozoides.

e Controlar contaminantes microbianos.

e Debe preservar la vida de los espermatozoides con un minimo de efecto sobre la
fertilidad (Carpio, 2015).

2.8.2 Componentes de los diluyentes

La mayoria de los diluyentes se formulan para mejorar la capacidad de conservacion,
proporcionando fuentes de energia (glucosa); sales tampdn como protectores para evitar
cambios de pH (sodio, bicarbonato, Tris hidroximetil aminometano (TRIS), sales basicas (NaCl,
KCI) para mantener un adecuado equilibrio osmatico y antibidticos para inhibir el crecimiento
bacteriano (De Ambrogi et al., 2006).
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2.8.3 Suplementos

Tanto la yema de huevo (YH) como la leche descremada (LD) han sido utilizado como

componentes del diluyente generalmente para la conservacion mediante congelacion y

refrigeracion (Allai et al., 2015).

2.8.4 Yema de huevo

La YH constituye alrededor de un tercio del huevo y contiene tres cuartos de las calorias (Cuadro

1), la mayoria de las vitaminas y los minerales y el total de los lipidos (Arzeni, 2014).

Cuadro 1. Composicion centesimal de nutrientes de la yema de huevo.
Modificado de USDA 2013.

Nutriente Unidad Cantidad
Agua g 52.31+0.204
Energia Kcal 322
Proteinas g 15.86 £ 0.087
Lipidos g 26.54 +0.240
Azlcares g 0.56
Minerales
Calcio, Ca mg 129 + 2.670
Hierro, Fe mg 2.73+0.144
Magnesio, Mg mg 5.00 £ 0.225
Fasforo, P mg 390 £+ 9.897
Potasio, K mg 109 + 3.859
Sodio, Na mg 48 +1.657
Zinc, Zn mg 2.30 £ 0.085
Selenio, Se ug 56.0 + 8.030
Vitaminas
Acido pantoténico mg 2.990
Colina mg 820.2
Vitamina B12 ug 195 £ 0.316
Vitamina A ul 1442
Vitamina E mg 2.58
Vitamina D ul 218
Lipidos
Acidos grasos saturados g 9.551
Acidos grasos monoinsaturados g 11.738
Colesterol mg 1085

39



La YH ha sido utilizada como crioprotector no permeables, los cuales al ser incorporados en el
medio de dilucion recubren la membrana plasméatica del espermatozoide protegiendo su
estructura de la accion del frio. En ningln momento atraviesan la membrana espermatica debido
a su alto peso molecular o especificidad. Destacan por su utilizacion los azlcares como la
sacarosa, trehalosa, glucosa, lactosa, manosa, asi como la yema de huevo y el polietilenglicol
(Di Lorio, 2014).

Se ha demostrado que la YH aumenta la capacidad fertilizante del espermatozoide cuando esta
presente en diluyentes para almacenamiento a temperatura ambiente y parece disminuir el dafio
celular durante la refrigeracion y la congelacion. La YH se utiliza a una concentracion de 20%
(v/v) en el diluyente y la evidencia indica que las lipoproteinas de baja densidad (LDL), son
los constituyentes responsables de la proteccion a los espermatozoides. Sin embargo, el
mecanismo por el cual proporcionan esta proteccion no se ha esclarecido (Bergeron y
Manjunath, 2006). No obstante, se han propuesto varios mecanismos por los cuales la YH brinda
proteccion al espermatozoide en el proceso de refrigeracion: i) las lipoproteinas de baja densidad
secuestran las proteinas del plasma seminal, las cuales han demostrado participar en la salida de
colesterol y fosfolipidos de las membranas plasmaticas conduciendo a la desestabilizacién de la
misma (Krishnakumar et al., 2011), ii) las lipoproteinas de baja densidad se intercalan entre
los lipidos de membrana, evitando su desestabilizacion y la de las proteinas membranales,
bloqueando asi la entrada de iones de calcio a la célula (Olivares, 2012) y iii) LDL forman una
pelicula protectora sobre la superficie de espermatozoide o mediante la sustitucion de los
fosfolipidos de la membrana espermética que se dafian o pierden durante el proceso de

criopreservacion (Bergeron 'y Manjunath 2006).

2.8.5 Leche descremada

La composicion de la leche y las caracteristicas de sus constituyentes determinan su calidad
nutritiva. Ademas de carbohidratos, lipidos, agua, vitaminas y sales minerales, la leche contiene
proteinas en una proporcion de 30 a 35¢g/litro, constituyendo ésta la fraccion mas compleja.

Dentro de esta fraccion pueden distinguirse las caseinas, que son un grupo de proteinas
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especificas de la leche (Walstra y Jenness, 1984). Bajo esta denominacién de caseinas se
incluyen 4 tipos de cadenas polipeptidicas: asl-caseina, as2-caseina, p-caseina y k- caseina
(Swaisgood, 1992). En general, las caseinas tienen bajos niveles de estructura secundaria y
terciaria, lo que les confiere gran flexibilidad y una estructura facilmente desnaturalizable por
agentes como la temperatura y susceptible a la accion de las enzimas. Los residuos hidrofébicos,
polares y cargados no se distribuyen uniformemente en las moléculas sino que se concentran en
zonas hidrofdbicas o hidrofilicas, confiriendo a sus estructuras un fuerte caracter anfipatico (Fox
y Kelly, 2004).

En la leche, las caseinas forman asociaciones coloidales llamadas micelas, que son complejos
esféricos y liofilos, con un 92% de proteina y un 8% de sales inorgéanicas. Constituidas por un
centro interno e hidrofobico de proteinas (nucleo) rodeadas por una cobertura anfifilica

(corteza), cuyas proteinas son diferentes a las que constituyen el centro (Ferrandini et al., 2006).

La leche que ha pasado por tratamientos a temperaturas ultras altas (UHT), ha demostrado ser
un componente eficaz del diluyente para el almacenamiento de semen fresco y almacenado, al
considerarse un componente estéril y poder ser utilizado directamente sin algin tratamiento
adicional. Se ha sugerido que las micelas de caseina y la lactosa presentes en la leche, son las
principales responsables de disminuir los dafios por enfriamiento y congelacion ya que
secuestran proteinas presentes en el plasma seminal (BSP), que tras la eyaculacion inducen la
pérdida de colesterol y fosfolipidos de las membranas plasmaticas (Carpio, 2015; Allai et al.,
2015; Harue et al., 2105). Bergeron y Manjunath, 2006, demuestran que las micelas de caseina
presentan en la leche son responsables de la proteccion de los espermatozoides durante la el
almacenamiento de semen de toro; mencionan ademas que, la accion protectora de la leche en
el espermatozoide, es anadloga a la accién protectora de la yema de huevo, impidiendo la unién
de las proteinas BSP a los espermatozoides, reduciendo la pérdida de lipidos membranales y
mantener asi la movilidad y viabilidad espermatica durante el almacenamiento. Los mismos
autores sefialan que, curiosamente, mientras que la proteccion de los espermatozoides brindada
por la yema de huevo implica el secuestro de las proteinas BSP por las LDL presentes en el

huevo (interaccion proteina-lipoproteina), la proteccion proporcionada por la leche, no implica
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la participacion de lipidos o lipoproteinas. Se trata de las micelas de caseina presentes en la
leche, las que secuestran las proteinas BSP (interaccidn proteina-proteina). Otra de la hipotesis
respecto al efecto protector de la leche es la interaccion lipoproteinas -proteinas BSP,
secuestrando estas Ultimas. Esta hipotesis esta siendo investigada actualmente. (Bergeron A 'y
Manjunath P, 2006).

2.9 SINCRONIZACION DE CELO

Las funciones de reproduccion de las conejas no estan estrictamente relacionadas con la
receptividad sexual y las hembras pueden ovular en cada fase sexual, pero el rendimiento en la
reproduccion aumenta en las hembras receptivas. Se han formulado varias propuestas para
sincronizar la receptividad sexual. ElI uso de hormonas para sincronizar el celo se halla
ampliamente difundido debido a su simplicidad y eficacia; siendo la Gonadotrofina sérica de
yegua gestante (PMSG), también denominada Gonadotrofina coriénica equina (ECG) la
hormona mas utilizada en la cria industrial de conejos. Su principal accion de la gonadotrofina
es la de aumentar la liberacion de estrégenos de los foliculos presentes en los ovarios,
promoviendo el crecimiento folicular y consecuentemente un incremento de la respuesta
ovulatoria (Castellini, 1996).

Sin embrago, la evolucidn previsible de las normas sobre el uso de hormonas exdgenas ha dado
lugar a la investigacion sobre métodos alternativos denominados “Bioestimulos” para la mejora
de la receptividad sexual de las conejas y, como consecuencia de su productividad. (Rebollar et
al., 2006).

Estos métodos llevados a cabo antes de la inseminacion debe ser facil de usar, de bajo costo,
compatible con el bienestar de los animales y presentar adaptabilidad a la produccion ciclica.
En el caso de las conejas lactantes, uno de los métodos mas empleados es la separacion
transitoria de la camada o destete transitorio durante un periodo corto de tiempo, previo a la
IA (Alvarifio et al., 1998). Este manejo genera una reduccion de los niveles séricos de prolactina,

disminuyendo asi el efecto inhibitorio que ejerce esta hormona en la funcién reproductiva. De
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esta forma, mejora la secrecion de FSH y los mecanismos relacionados con la actividad folicular
y esteroidogénica ovéarica que aumentan la receptividad sexual, el pico de la LH y la fertilidad
en conejas lactantes bioestimuladas en el momento de la IA (Rebollar et al., 2008). Ademas de
la separacidbn madre camada entre otras técnicas, se encuentra la manipulacion de la
alimentacion, programas de iluminacion, proximidad de los machos y manipulacion de los
animales como el cambio de jaula (Clément, 2007). Respecto a éste Gltimo, Rodriguez-De Lara
et al (2003) encontraron que los cambios de las conejas a otras jaulas durante 8 a 10 horas bajo
un ritmo de reproduccion de 4 a 11 dias después del parto resultd en 86.7%% de tasa de
receptividad sexual y un tamafio de camada promedio de 8.6 gazapos. Varios estudios han
constatado que cambios de las conejas a otras jaulas desde 8 hasta 48 horas ofrecen buenos
resultados reproductivos (Luzi y Crimella, 1998; Manal, 2010). En efecto, las modificaciones
ambientales tales como la duracion de la iluminacion diaria, temperatura, alimentos, estrés,
estimulaciones auditivas u olfativas pueden modificar el equilibrio del sistema endocrino de la
hembra, y por ende el comportamiento reproductivo, regulado a través del sistema nervioso y el
eje hipotalamo-hipofisis (Clément, 2007).

2.10 INSEMINACION ARTIFICIAL

Desde que Lazzaro Spallanzani en 1787 realizé la primera Inseminacion Atrtificial (IA) con
semen fresco en caninos, este procedimiento ha sido aplicado y desarrollado a través del tiempo

en la reproduccion de multiples especies (Stornelli et al., 2001).

En el caso de la cunicultura la Al se ha convertido en un medio eficaz y esencial para el control
de programas de mejoramiento no s6lo en escala experimental, sino también en unidades de
produccién (El-Kelawy et al., 2012). La ventaja principal es la drastica reduccion de los tiempos
de ejecucion en comparacion con la monta natural, disminucion significativa en los costos de
alimentacion, produccion total, medida de bioseguridad, utilizacion mas eficiente del semen en
relacion con la cria natural, donde el eyaculado de un macho por semana equivale de 20-40 dosis
para su utilizacion, mientras que un macho utilizado para reproduccién natural solo puede

reproducirse dos veces a la semana (Lavara, 2013).
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La introduccion de la ciclicidad de la produccion y la A en “bandas” o en dias fijos de la semana
han mejorado de manera significativa el manejo y la productividad en las granjas cunicolas.
Debido a las caracteristicas particulares de esta especie, es necesario aplicar métodos de
induccion de la ovulacion, mediante la administracion de analogos sintéticos de GnRH por via

intramuscular (IM) en el momento de la 1A (Arias, 2009).

2.11 INDUCCION A LA OVULACION

El control reproductivo en el conejo ha avanzado gracias al desarrollo de tecnologias
reproductivas tales como las practicas hormonales, que participan como bioestimuladores
positivos respecto a la tasa de receptividad necesaria en la técnica de inseminacion artificial.
Los primeros ensayos con andlogo de GnRH para inducir la ovulacion se realizaron en 1990;
desde entonces ha adquirido un mayor interés y su aplicacion ha sido incorporada en la industria

cunicola de manera progresiva (Vicente et al., 2008).

La ovulacion en las conejas en el estado de reproduccion natural es fisiolégicamente inducida
por el apareamiento (Dal Bosco, 2014) y / o por una sinergia entre los estimulos sensoriales y
neuroendocrinos que contribuyen a la activacion de las neuronas de GnRH y la generacion
consiguiente de un pico preovulatorio de LH de la glandula pituitaria. Los niveles plasmaticos
de LH comienzan a elevarse a menos de 3 minutos después del apareamiento y llegar a una
meseta dentro de los 15 a 75 min. Sin embargo, debido a la ausencia de conejos machos en la
Al, la técnica estandar que se incorpord progresivamente en granjas de conejos hace méas de 20
afios, ofrece una inyeccion de analogos de GnRH (Gonadorelina, buserelina, triptorelina,
lecirelina, etc.), via IM para inducir la liberacion hipofisaria de LH (Rebollar et al., 2012),
inmediatamente después de la IA; siendo actualmente el método méas usado para la induccion a

la ovulacion (Zapletal y Pavlik 2008).
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2.12 FERTILIZACION

La fertilizacion desencadena un complejo celular programado que transforma dos células
germinales altamente especializadas, el ovocito y el espermatozoide, en un embridn totipotente
(Pefia, 2015).

La fertilizacion es definida como el proceso en el cual un gameto haploide masculino interactia
con uno femenino para formar un cigoto diploide. En este evento el espermatozoide realiza dos
grandes contribuciones: proporciona el material genético paterno al ovocito e inicia la ruta de
sefializacion intracelular que permite la activacion del ovocito y el desarrollo del embrién,

aportes sin los cuales la fertilizacién no podria darse (Martinez y Pardo 2010).

Debido a que la fertilizacidn ocurre en el ampula, el transporte sincronizado de los évulos hacia
la parte baja del tracto reproductor de la hembra debe de coincidir con el transporte de las células
espermaticas dese el sitio de deposicion. Para lo cual, participan mecanismos cuidadosos de
control para que los dvulos y espermatozoides sean transportados en direcciones opuestas
durante un periodo limitado de tiempo. En el conejo, el tiempo de transportacion desde el
infundibulo hasta el sitio de fertilizacidn es de 6 minutos, después de la ovulacion. El transporte
a través de la primera parte del &mpula es realizado primariamente por la accion ciliar. El
transporte a lo largo de la parte restante del &mpula es mediante contracciones peristalticas y
segmentales musculares, ademas de accién ciliar. En conejos, los espermatozoides alcanzan la

unién dtero-oviducto en unas 4 a 5 horas (Alvarifio, 2000).

Durante el proceso de fertilizacion, el espermatozoide interacciona con el 6vulo a tres diferentes
niveles: i) con las células del cimulo, ii) con la zona peltcida y iii) con la membrana plasmatica.
Esta ultima involucra una serie de interacciones moleculares complejas por las cuales la union
inicial del espermatozoide al dvulo pasa a ser una firme adhesion célula-célula y culmina en la
formacion de una sola célula (Caballero y Villa, 2010).

La uniodn del espermatozoide al ovocito esta mediada por receptores y ligandos con gran afinidad

presentes en la superficie de ambos gametos. La primera interaccion espermatozoide-ovocito
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estd mediada por carbohidratos de la ZP y proteinas tipo lectinas localizadas en la superficie de
la cabeza del espermatozoide (Dean, 2004). Tras el primer contacto del espermatozoide con la
ZP del ovocito se presenta la RA; s6lo los espermatozoides que presentan RA en el momento
de contactar con la ZP pueden penetrar la ZP, debido a la accidn de enzimas acrosomicas. Asi,
solo el espermatozoide que ha llevado a cabo la RA puede fusionarse con la membrana
plasmaética del ovocito (Yanagimachi, 1994).

Una vez concluida la RA en el espermatozoide, tiene lugar una segunda interaccion
espermatozoide-ovocito que estd mediada por la glicoproteina ZP2 y la proteina PH-20. Tras la
RA vy la union secundaria a la ZP, el espermatozoide atraviesa el espesor de la misma para
alcanzar el espacio perivitelino (EPV) y contactar con el oolema. Una vez el espermatozoide se
encuentra en el EPV, la membrana plasmética del segmento ecuatorial de éste se une a la
membrana plasmatica (oolema) del ovocito, dando lugar a la fusion de las mismas. Este proceso
estd regulado por una serie de proteinas localizadas en el propio oolema como: P-GPI,
tetraspaninas y proteinas integrinas; y en la region ecuatorial del espermatozoide: ADAM,
CRISP, proteina lzumo, enzima mSLLP1 y proteinas chaperonas (Myles y Primakoff, 1997).
La fusidn de gametos regulada por estas proteinas da paso a la reanudaciéon y complementacion
de la segunda division meiotica con extrusion del segundo cuerpo polar (Cole y Cupps, 1977).
En conejos, la fertilizacion se produce dentro de las 6 horas que siguen a la ovulacién, o bien
entre 12 o 13 horas después la cubricion (Alvarifio, 2000).
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CAPITULO 1. JUSTIFICACION

Debido a la estacionalidad reproductiva en las conejas, la falta de seleccion genética deseable,
ademas del desinterés por la generacion de conocimientos relacionados a aspectos
reproductivos, se ha propiciado un progreso limitado en la actividad productiva y reproductiva
de la especie cunicola.

En la cunicultura, la inseminacion artificial (I1A) posee gran importancia, principalmente para
fines de seleccion genética. Sin embrago, no se llevan a cabo protocolos adecuados y
satisfactorios con base a una evaluacion eficaz de los eyaculados, ni de su conservacion; siendo
la valoracién de la calidad espermatica una de las herramientas de evaluacion mas empleadas
en la seleccion de los reproductores. En estas condiciones, surge la necesidad de establecer un
protocolo de conservacion que permita mantener viables a las células esperméticas como ha
sucedido en otras especies productivas. El presente trabajo considera la conservacion del semen
de conejo mediante refrigeracion, evaluando la calidad de dos diferentes diluyentes mediante su
capacidad para alargar la viabilidad y funcionalidad de las células espermaticas del conejo, asi
como el tiempo éptimo de refrigeracion. Ademas, se requiere evaluar si existe una relacion entre
la fertilidad, prolificidad y la calidad espermatica entre cada uno de los diluyentes, al emplear
el semen refrigerado para su aplicacion en la IA.
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CAPITULO IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de dos diferentes diluyentes para la conservacion seminal hasta las 24 horas
en refrigeracion (5°C), sobre la calidad espermatica del conejo y los parametros de fertilidad y
prolificidad de las hembras inseminadas artificialmente con el semen refrigerado.

4.2 Objetivos especificos

Determinar el tipo de diluyente y tiempo de conservacion 6ptimos con base a la funcionalidad

de la célula espermatica del conejo.

Evaluar si la calidad espermaética del conejo se ve modificada respecto a las 2, 4, 6, 8, 12 y 24

horas de almacenamiento a 5°C.

Evaluar la fertilidad y la prolificidad de las conejas inseminadas artificialmente con semen
refrigerado a 5°C durante 2, 8, y 24 horas.

CAPITULO V. HIPOTESIS

Si el diluyente es uno de los factores que influyen en la tolerancia del espermatozoide a la
conservacion a bajas temperaturas (5°C), entonces el mantenimiento de las caracteristicas
espermaticas oOptimas y la capacidad fecundante de los espermatozoides, se deberan a la
diferencia entre los componentes del medio dilutor y de su capacidad para evitar las diferentes

alteraciones a la integridad del espermatozoide, durante su almacenamiento en refrigeracion.
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Capitulo VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 GRUPOS EXPERIMENTALES E INSTALACION

6.1.1 Machos

Para la obtencion de los eyaculados, se utilizaron 4 conejos de la raza Nueva Zelanda Blanco,
mayores de 7 meses de edad, sexualmente maduros y de fertilidad probada (descendencia

comprobada), clinicamente sanos y con un peso corporal promedio de 4.0 Kg.

Se manejaron en instalaciones con ventilacion natural y fueron mantenidos bajo un régimen de
luz natural (12HL/12HO). Todos los animales fueron alojados individualmente en jaulas
metélicas de alambre galvanizado, con medidas de 60 x 35 x 30 cm, dispuestas en “flat-deck”
(horizontal), con comederos tipo tolva y bebederos manuales.

6.1.2 Hembras

Para la IA se utilizaron 35 conejas primiparas de la raza Nueva Zelanda Blanco, mayores de 5
meses de edad, con fertilidad probada, clinicamente sanas y con un peso corporal promedio de
3.2-3.5 Kg.

Se mantuvieron en instalaciones con ventilacion natural, bajo un régimen de luz artificial
(16HL/8HO). Las conejas fueron alojadas individualmente en jaulas metalicas de alambre
galvanizado, con medidas de 60 x 35 x 30 cm, equipadas con nidos internos, dispuestas en “flat-
deck” (horizontal, un solo nivel), con comederos tipo tolva y bebederos automaticos.

6.2 LOCALIZACION DEL ESTUDIO

El presente estudio fue dividido en dos experimentos con una localizacion diferente para la

realizacion de los objetivos planteados.
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El primer experimento consistio en la evaluacion in vitro de las muestras seminales
(eyaculados). Su obtencion se realizo en las instalaciones de la Granja de produccion animal de
la Universidad Autonoma Metropolitana - Unidad Iztapalapa y el procesamiento de las mismas
se llevd a cabo en el Laboratorio de Biologia de la Reproduccion de la Universidad Autbnoma
Metropolitana - Unidad Iztapalapa. Localizada a 19°21’' N y 99°05’ O a una elevacion de 2,240

msnm.

El segundo experimento consistié en la determinacion de la fertilidad y prolificidad in vivo de
hembras inseminadas artificialmente con semen refrigerado en cada uno de los diluyentes y
mantenido en diferentes tiempos (2-24 horas). Se realizd en una unidad de produccién cunicola
ubicada en el Municipio de Texcoco, Estado de México. Localizado a 19° 17" latitud norte y 98°

53" latitud oeste, a una elevacion de 2,240m sobre el nivel del mar msnm.

6.3 ALIMENTACION Y NUTRICION

El alimento ofrecido tanto para las hembras y como para los machos fue una dieta comercial
peletizada marca Malta Cleyton linea Conejo Ganador (Proteina minima 16%, grasa minima

2.5%, humedad maxima 12%, ceniza maxima 10%, SLN minimo 43.5%). Durante toda la fase

experimental, se ofrecié agua y alimento a libre acceso.

6.4 PRIMERA ETAPA DEL EXPERIMENTO.

EVALUACION BASICA DE LA CALIDAD ESPERMATICA Y DETERMINACION DE
LA INTEGRIDAD DEL ACROSOMA

6.4.1 Diluyentes

Los cuadros 2 y 3 muestran los componentes incluidos en los diluyentes utilizados para la

conservacién seminal.
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Cuadro 2. Componentes y cantidad de inclusion del diluyente a base de Tris + yema de huevo (TY)

Componente Cantidad
Tris 0.7261 g
Acido citrico 0.3360 g
Fructosa 0.3191¢
Yema de huevo 20%
Agua destilada 25 ml

Cuadro 3. Componentes y cantidad de inclusion del diluyente a base de Tris + leche descremada (TL)

Componente Cantidad
Tris 0.7261 g
Acido citrico 0.3360 g
Fructosa 0.3191 ¢
D-glucosa 1.225¢
Leche en descremada en polvo 064¢
Agua destilada 25 ml

6.4.2 Inspeccion sanitaria de los sementales

Antes de la extraccion de los eyaculados para la realizacién de la primera etapa del experimento,
se procedid a la inspeccion sanitaria de los animales, la cual consiste en la evaluacion de
ausencia de llagas en las patas, secrecion en mucosas nasales y oculares, las cuales evidencian
problemas de tipo respiratorio; asi mismo revision de la zona perianal, evaluando la ausencia de
secreciones mucoides y/o diarrea, las cuales se presentan cuando existen procesos infecciosos
de tipo digestivo. Por ultimo, se procede a inspeccionar los genitales, los cuales deben estar
ausentes de cualquier lesion o infeccion, ya que la inflamacion presentada por estas afectaciones,
puede reducir drasticamente la integridad del acrosoma por incrementar la produccion de
radicales libres. Posterior a la inspeccion sanitaria, se procede al pesaje de los animales y su

registro.
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6.4.3 Extraccion de los eyaculados

Se obtuvieron 13 eyaculados. Para la extraccion de los eyaculados, los machos fueron
condicionados durante 5 semanas con el empleo de una vagina artificial tipo Francés y una

hembra como estimulo sexual.

Para la toma de muestra se le permitio al macho montar a la hembra y se coloco debajo de ella
la vagina artificial (disefiada para conejos), la cual consta de un cuerpo semi-rigido, un
revestimiento interno o capote (latex o goma) y un tubo colector. La vagina contiene agua
caliente a 45°C entre el cuerpo semi-rigido y el revestimiento interno para producir el estimulo

de calor necesario para que el macho eyacule (Lavara et al., 2003).
Fueron utilizados cuatro machos para la obtencion de los eyaculados. El ritmo de extraccion fue
de 2 extracciones por macho por semana, alternando 2 dias entre una extraccion y otra. También

fueron establecidos criterios de inclusion de los eyaculados para su utilizacion (Cuadro 4).

Cuadro 4. Criterios establecidos para incluir un eyaculado en el estudio (Alvarifio, 2000).

Criterio Parametro
Color Blanco - nacarado
Aspecto Liquido - lechoso
Movilidad masal - categoria 4 80%*
Movilidad masal - categoria 5 100%*
Movilidad progresiva >80% - 90%
Viabilidad >80%
Morfologia normal >70%

*: Proporcion de espermatozoides mdviles

6.4.4 EVALUACION BASICA DE CALIDAD SEMINAL

La evaluacion basica de la calidad seminal consiste en determinar las caracteristicas tanto

macroscopicas como microscopicas del eyaculado, las cuales se realizan observando a simple
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vista el eyaculado obtenido y posteriormente, evaluando la calidad de los espermatozoides con

la ayuda del microscopio. Las caracteristicas a evaluar se describen a continuacion.

6.4.5 Evaluacion macroscopica

Una vez obtenidos los eyaculados, se procedi6 a su valoracion macroscopica (Esquema 1). Las
determinaciones fueron: presencia de gel, volumen del eyaculado, color y aspecto. Los
eyaculados que presentaron gel, se les retird6 inmediatamente y el volumen se midio
directamente del tubo colector. La muestra fue mantenida a una temperatura de 37°C y cubierta
de la luz durante su traslado al laboratorio para su posterior procesamiento. Se utilizdé una

bitcora de registro para cada uno de los pardmetros macroscopicos (Apéndice 1).

6.4.6 Evaluacién microscopica

Llegadas las muestras al laboratorio, se colocaron en bafio maria a 37°C para evitar shock
térmico y mantener viables a los espermatozoides durante su evaluacion en fresco y posterior
dilucion. Los parametros evaluados fueron: movilidad masal, movilidad progresiva, viabilidad,
morfologia y concentracion. Se utiliz6 una bitacora de registro para cada uno de los parametros
microscopicos (Apéndice 2).
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Inspeccion sanitaria de los sementales

¢

Obtencion del eyaculado mediante vagina artificial (45°C)

}

1 eyaculado/macho

l

Valoracion macroscopica Color Volumen Aspecto Presencia de gel
Transporte al laboratorio —_— Mantenimiento del eyaculado en Bafio maria (37°C)
Valoracion microscopica <J_
Dilucién 1:1 (semen/Tris Dilucion 1:1 (semen/Tris
yema, v/v) leche, v/v)
’ Movilidad masal l
—’ BT .
Movilidad progresiva Refrigeracion 5°C durante 24 horas
> Viabilidad l
Evaluacion post-refrigeracion
’ Morfologia _—
. 2 HRS )
> [ ]
4 HRS
. . — Y [*
Movilidad progresiva
6 HRS
Viabilidad —_—
8 HRS —| L[
Morfologia
12 HRS
— 24 HRS -

Esquemal. Obtencion, valoracion y procesamiento del semen de conejo para refrigeracion y posterior

evaluacion post-refrigeracion.
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6.4.6.1 Movilidad masal

La movilidad masal espermatica se determind colocando 5ul de semen sobre un portaobjetos
(sin cubreobjetos) temperado a 37°C, debidamente rotulado con fecha, nimero de semental y
tiempo de evaluacion. Posteriormente se realizo la observacion al microscopio con objetivo 10X,

determinando el patron de movimiento de acuerdo a la proporcidn de espermatozoides maviles:

Cuadro 5. Criterios establecidos para la evaluacion de la movilidad.

Categoria % de movilidad
0 0

1 20

2 40

3 60

4

5

80
100

(Alvarifio, 2000)

6.4.6.2 Movilidad progresiva

Para determinar la movilidad progresiva, se utilizd la misma muestra (5ul de semen),
previamente utilizada para la evaluacion de la movilidad masal; a la cual se coloc6 un
cubreobjetos atemperado a 37°C y se realizd la observacién al microscopio con objetivo 20x,
determinado los patrones de movimiento progresivo, caracterizados por espermatozoides con
movimiento activo; lineal o en circulos grandes independientemente de la velocidad.
Categorizandolos de 0% a 100% segun su movimiento. Posteriormente se registré en la bitdcora
(Alvarifio, 2000).
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6.4.6.3 Viabilidad y morfologia

Los parametros de viabilidad y morfologia espermatica fueron determinados colocando 5ul de
semen y 2ul de solucién eosina/nigrosina al 5%, realizando un frotis uniforme sobre el area
completa del portaobjetos, atemperado a 37°C y debidamente rotulado con fecha, nimero de
semental y tiempo de evaluacion. Una vez secado el frotis se procedié a la observacion al

microscopio con objetivo 20x.

Para determinar la viabilidad se examinaron y contabilizaron 100 células, determinando el
patron de tincion de los espermatozoides. Las cabezas no tefiidas del espermatozoide (blancas)
se clasificaron como “vivas”. Mientras que cualquier tinte rosa o rojo en la cabeza de los
espermatozoides se clasificaron como “muertos”. La viabilidad fue expresada como el
porcentaje de espermatozoides vivos. La figura 1 muestra los patrones de tincion para la

determinacion de la viabilidad espermatica.

Figura 1. Espermatozoides de conejo tefiidos con eosina-nigrosina
para la evaluacion de la viabilidad.
V) Espermatozoide vivo, M) Espermatozoide muerto.

En cuanto a la morfologia, se examinaron y contabilizaron 100 células, categorizandolas, ya sea

como normales o anormales, cuando presentaron anormalidades de cabeza, pieza media y cola.
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Para la determinacion de anormalidades en cabeza, se incluyeron, piriformes, macro y
microcéfalas, alargadas y redondas. Las anormalidades en cuello o pieza media, estuvieron
representadas por espermatozoides con mala insercion de la pieza media (formando un angulo
de 90° con el eje de la cabeza), 0 engrosada; y para la categoria de anormalidades en cola, fueron

tomadas en cuenta colas quebradas, dobladas, enrolladas o dobles.

6.4.6.4 Concentracioén

La concentracion espermaética fue determinada con la utilizacion de cdmara Neubauer. Para ello,
se realiz6 una dilucion de 995ul de agua destilada y 5ul de semen, homogenizandola de manera
suave. Posteriormente fueron colocados 15l de la dilucion en cada una de las secciones de la
camara Nuebauer (A y B), evitando la formacion de burbujas y dejandola estabilizar durante 1

minuto para su evaluacién al microscopio con objetivo 40x.

Para determinar la concentracion de espermatozoides en millones por mL, se cuantificaron 5
cuadros de la cuadricula central de las secciones A y B (10 cuadros en total). Se obtuvo la suma
y promedio de los 10 cuadros y se dividio entre el factor de 0.4 (correspondiente a la dilucién
1:100). El resultado se expreso en millones de espermatozoides por mL (X10¢/mL). (WHO,
2012).

6.4.7 Procesamiento del eyaculado

Se obtuvieron 13 eyaculados. El volumen de cada uno de ellos fue dividido en dos alicuotas.
Cada alicuota fue diluida en una proporcion 1:1 (semen/Tris, v/v) en los diluyentes TY o TL,
utilizando tubos eppendorf de 1 mL. Inmediatamente después fueron puestas en refrigeracion a
5°C durante 24 horas. La velocidad de enfriamiento desde la temperatura ambiente a 5° C fue
de 0.68°C/ min.
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La evaluacion de los pardmetros de calidad espermética (movilidad progresiva, viabilidad y
morfologia), se llevo a cabo durante todo el tiempo de refrigeracion a intervalos de 2, 4, 6, 8, 12

y 24 horas para cada uno de los diluyentes utilizados.
6.4.8 Evaluacién macroscépica y microscopica
Una vez obtenidos los eyaculados, se aplico el mismo procedimiento de valoracion bésica

seminal determinando tanto pardmetros macroscépicos como microscépicos (Esquema 2), y se

aplicaron los mismos criterios de inclusién (Cuadro 3).
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Inspeccion sanitaria de los sementales

v

Obtencion del eyaculado mediante vagina artificial (45°C)

{

Cada uno de los eyaculados fue dividido en tres alicuotas
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300ul 300ul 300ul
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Centrifugar

Eliminar sobrenadante
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V

Refrigeracion a 5°C durante 24 horas
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PATRON B

PATRON RA

—

Esquema 2. Obtencion, procesamiento y evaluacion del semen de conejo para determinacion de la

integridad del acrosoma.
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6.4.9 Procesamiento del eyaculado

El volumen total de cada eyaculado fue dividido en tres alicuotas utilizando tubos eppendorf de
1mL a los cuales se agreg6 300 pl de los diferentes medios utilizados, se centrifugaron durante

40 segundos y se obtuvo el paquete celular.

Posterior a la centrifugacion, se elimino el sobrenadante, dejando solamente el paquete celular

(espermatozoides), el cual fue resuspendido con 100 ul de los diferentes medios a utilizar.

Inmediatamente después, las muestras espermaticas adicionadas TY y TL fueron puestas en
refrigeracion a 5°C durante 24 horas. La velocidad de enfriamiento desde la temperatura
ambiente a 5° C fue de 0.68°C/ min.

6.4.10 Evaluacion de la integridad acrosomal

Para determinar el estado del acrosoma en tiempo 0 (control), se colocaron 10 pl de la alicuota
de muestra espermatica con medio Tris y 10 pl de preparacion de CTC sobre la gota de muestra
espermatica, haciendo un extendido sobre un portaobjetos previamente temperado a 37°C. Se

dejo secar la muestra aproximadamente 3 minutos.

Posteriormente se agregaron 5 pl de aceite de inmersion sobre el portaobjetos y fue llevado al
microscopio de fluorescencia, bajo el objetivo 100x oil para la observacion de los patrones de
fluorescencia. Se determinaron los patrones y el estado acrosomal. Donde: patron F, muestra
fluorescencia ligera uniformemente distribuida en toda la cabeza del espermatozoide,
representando espermatozoides no capacitados con acrosoma intacto; patron B, presenta
fluorescencia en la region acrosomal, representando espermatozoides capacitados con acrosoma
intacto; y patrén RA, con ausencia o presencia de una fluorescencia pequefia en la cabeza, y
presencia de una delgada banda fluorescente en la region ecuatorial del espermatozoide,

representando espermatozoides capacitados con reaccion acrosomal.
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La evaluacion del estado acrosomal y su categorizacion se llevé a cabo durante todo el tiempo
de refrigeracion a intervalos de 2, 8 y 24 horas para cada uno de los diluyentes utilizados.

6.5 SEGUNDA ETAPA DEL EXPERIMENTO.
INSEMINACION ARTIFICIAL

6.5.1 Diluyentes

Los diluyentes utilizados para la conservacion en refrigeracion y posterior utilizacion en la 1A
fueron los indicados en el cuadro 3.

6.5.2 Extraccion de los eyaculados

Se obtuvo el eyaculado mediante vagina artificial a una temperatura de 45°C. Estableciendo

criterios de inclusion (Cuadro 4).

Una vez realizada la evaluacion del eyaculado se prosiguié a la dilucion del eyaculado con los
medios TY y TL. Ajustando a 25x10° por dosis (0.5 ml). La temperatura del eyaculado y medio
dilutor fueron mantenidas a 37°C antes y durante la dilucion, evitando dafio térmico por

diferencia de temperaturas.

Posteriormente el volumen total (eyaculado + medio) fue puesto en refrigeracion a 5°C durante
2, 8 y 24 horas. La velocidad de enfriamiento desde la temperatura ambiente a 5° C fue de
0.68°C/ min.

6.5.3 Sincronizacion de celo en las hembras

Para la presentacion del estro, las hembras fueron sometidas a un cambio subito de ambiente

(cambio de jaula) 8 horas antes de la inseminacion artificial, generando un estado de

receptividad sexual.
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6.5.4 Inspeccion sanitaria de las hembras

Las hembras utilizadas para el estudio fueron puestas bajo desparasitacion (Tri-sulfa) 15 dias

antes de la IA.

Previo a la 1A se realiz6 una inspeccion sanitaria de las hembras, la cual consistio en la
observacién de mucosas nasales y oculares, evaluando la ausencia de secrecion sobre estas
areas, las cuales evidencian el curso de un proceso infeccioso de tipo respiratorio, ademas una
revision de la zona perianal, evaluando la ausencia de secreciones mucoides y/o diarrea,
presentes cuando existen procesos infecciosos de tipo digestivo. Asi mismo, se realizd la
inspeccion de las tetas tanto visual como por palpacion digital, para descartar la presencia de
mastitis. Por ultimo, se procedio a inspeccionar los genitales, los cuales deberan estar ausentes
de cualquier lesién o infeccion, ya que estas podrian afectar de manera directa el resultado de la
1A.

Afecciones respiratorias, digestivas o mastitis fue motivo de eliminacion, dentro del grupo de

hembras a inseminar.

6.5.5 Inseminacion artificial

Posterior a la inspeccion sanitaria, se prosiguié a examinar la coloracién de la vulva. La
coloracion ideal de la vulva de la coneja para realizar la IA, es un rojo intenso acompafiado por

edematizacion.

Antes de la inseminacion con cada uno de los medios, se realizé la evaluacién de la calidad
espermatica (movilidad progresiva, viabilidad y morfologia) del semen diluido en los 2
diluyentes y refrigerado en los tiempos requeridos (2, 8, y 24 horas), asi como la muestra de

semen considerada como tratamiento control (semen fresco).
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Posteriormente cada coneja fue colocada en un cafion (dispositivo de apoyo y sujecién). Este
dispositivo consiste en una base y una pared de madera, sobre la cual se encuentra un cilindro
hecho con material de PVC colocado con una inclinacion de 45° respecto a la pared. Dentro del
cual es introducida la hembra dejando expuestos los miembros posteriores y el area genital para

facilitar el procedimiento de inseminacion.

Una vez colocada la hembra en la posicion correcta, se procedio a la introduccion de la pistola
inseminadora dentro de la vagina, depositando 0.5 ml de la muestra utilizada. Inmediatamente
después se aplicd 25 Ul de un analogo de GnRH para inducir la ovulacion (Fertagyl ©). Al

término del procedimiento la hembra fue llevada a su jaula correspondiente.

El nimero de hembras inseminadas fue de 5 para cada uno de los medios y tiempos establecidos.
Teniendo un total de 35 hembras inseminadas (Esquema 3). Todos los datos se registraron en la
bitacora de control reproductivo (Apéndice 3).

6.5.6 DIAGNOSTICO DE GESTACION

El dia 13 posterior a la IA se llevé a cabo el diagnostico de gestacion mediante palpacion
abdominal. A las hembras diagnosticadas como positivas (gestantes), se les colocaron un nido
con viruta de madera (100 g) como sustrato al dia 28 de la gestacion. Se utilizé una bitacora de
registro para llevar el control del diagnostico de gestacion (Apéndice 4).

6.5.7 PARTO

A los 31 dias posteriores a la IA ocurrieron los partos. La informacion considerada y registrada
(Apeéndice 4), fue el numero total de gazapos nacidos por camada y peso de la camada. Se

utiliz6 una bitacora de registro para llevar el control en la sucesion de partos.
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Esquema 3. Evaluacion post-refrigeracion de semen de conejo para su utilizacion en inseminacion
artificial.
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6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los parametros de calidad espermatica (movilidad progresiva, viabilidad, morfologia normal e
integridad acrosomal) se compararon entre tratamientos mediante un ANOVA. Utilizando el
paquete estadistico NCSS. Un valor de P menor de 0.05 (P < 0.05) se considerd significativo.
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CAPITULO VII. RESULTADOS

En el presente trabajo se propuso encontrar el tiempo de conservacion Optimo mediante
refrigeracion (5°C) para el mantenimiento y funcionalidad (in vitro) de los espermatozoides de
conejo hasta 24 horas post refrigeracion, mediante la comparacién del efecto de la yema de
huevo y la leche descremada como parte de los componentes del medio de dilucion.
Posteriormente, se evalu0 la capacidad fertilizante (in vivo) de los diferentes medios, a diferentes
tiempos de conservacién en conejas inseminadas artificialmente, determinada por los

pardmetros de fertilidad y prolificidad.

7.1 Caracteristicas de los eyaculados de los conejos Nueva Zelanda Blanco

En el cuadro 5 se indican los pardmetros macroscopicos y microscépicos de calidad espermatica

en semen fresco de conejo, los cuales mostraron una buena calidad inicial.

Cuadro 6. Indicadores espermaticos en semen fresco de conejo evaluados in vitro

Pardmetros evaluados Caracteristica
Macroscépicos Color Blanco-nacarado
Consistencia Liquido lechoso
Contenido de gel Ausente
Volumen 0.47x0.21
Microscépicos Movilidad masal (escala) 4
Movilidad progresiva (%) 85+4
Viabilidad (%) 88+5
Morfologia normal (%) 71+7.13

Concentracion espermatica (10%/ml) 283.81 +103.22

7.2 Efecto de la refrigeracion sobre los parametros béasicos de calidad espermatica

Los resultados sobre la calidad espermatica hasta 24 horas de almacenamiento en refrigeracion

con los diluyentes TY y TL se presentan en las gréaficas 1-3.
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MOVILIDAD

El efecto de la refrigeracion a diferentes tiempos de conservacion sobre el pardmetro de

movilidad progresiva espermatica entre TY y TL se muestra en la Gréafica 1.
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= 50 %g & @ f%: B CONTROL
= 40 F o o - e -
= B o ¥ R o & DILUYENTE TY
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Tiempo de refrigeracion (horas)

Grafica 1. Efecto de la refrigeracion a diferentes tiempos de conservacion (2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas)
a 5°C sobre el parametro de movilidad progresiva espermatica entre diluyentes TY y TL.

*= (P < 0.05) se considerd significativo.

El efecto del tiempo de refrigeracion utilizando el diluyente TY sobre el parametro de movilidad
progresiva espermatica no mostro diferencia significativa (P > 0.05) entre los tiempos 2 (80%),
4 (77.5%), 6 (75.7%) y 8 (70%) horas post-refrigeracion con respecto al control (87.5%). Sin
embargo a, las 24 horas de evaluacidn post-refrigeracién, presenté diferencia significativa (P <
0.05) de hasta un 44.3% menor respecto a las 8 horas de almacenamiento y al control, con 70%

y 87.5% de movilidad progresiva respectivamente.
Se observo un comportamiento similar con la utilizacion del diluyente TL, el cual presento

diferencia significativa (P < 0.05) con relacion a la disminucién de este parametro hacia las 24
horas, con un 24.29% menor respecto al control (87.5%) y al tiempo 2 (80%), 4 (72.5%), 6
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(65.71%) y 8 (50%) horas post-refrigeracion; los cuales muestran un descenso gradual entre

ellos, sin embargo no presentan diferencia significativa (P > 0.05).

Si bien se observa un descenso gradual de la movilidad progresiva entre ambos diluyentes, no
presentan diferencias significativas (P > 0.05) entre ellos ni entre el control. Sin embargo, se
observa que a partir de las 8 horas post-refrigeracion, los porcentajes de movilidad progresiva
son inferiores en el diluyente TL (50%) en comparacion con el diluyente TY (70%). Siguiendo
con ese mismo patron hasta las 24 horas, mostrando un 24.3% y un 44.3% de movilidad,
respectivamente. No obstante, el comportamiento en ambos diluyentes se muestra de manera
similar hacia las 2 horas post-refrigeracion al obtener un 80% de movilidad progresiva en
ambos. A partir de las 4 y hasta las 24 horas post-refrigeracion pueden observarse porcentajes
inferiores respecto a este parametro, cuando es utilizado el diluyente TL en comparacion con el
diluyente TY.

VIABILIDAD

Con relacion al parametro de viabilidad espermatica (expresado en porcentaje de
espermatozoides vivos), no se observé diferencia significativa (P > 0.05) entre 2 (84.88%), 4
(82.25%), 6 (83.14%), 8 (81, 57%) y 24 (79%) horas post-refrigeracion, con respecto al control
(83.15%) con la utilizacion del diluyente TY. Sin embargo, el porcentaje méas bajo de viabilidad

espermatica se presento a las 24 horas post-refrigeracion con un 79% (Grafica 2).

El diluyente TL mostré un comportamiento similar, donde se obtuvo una disminucion gradual
de la viabilidad espermatica, no obstante, sin diferencias estadisticas significativas (P > 0.05).
Presentando un 83.13% en el control y 81.13%, 80.63%, 76.71%, 74.71% y 76% para las 2, 4,

6, 8 y 24 horas post-refrigeracion respectivamente.
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Gréfica 2. Efecto de la refrigeracion a diferentes tiempos de conservacion (2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas)
a 5°C sobre el parametro de viabilidad espermatica entre diluyentes TY y TL

El comportamiento espermatico en ambos diluyentes respecto al tiempo de refrigeracion y sobre
los porcentajes de viabilidad, mostraron una disminucion progresiva conforme transcurre el
tiempo de refrigeracion; sin embargo, no se presentd diferencia significativa (P > 0.05), tanto
en el tiempo de conservacion como entre los diluyentes respecto al control. Respecto a lo
anterior, a pesar de no mostrar diferencia estadistica significativa, puede observarse que, a partir
de las 2 y hasta las 24 horas post-refrigeracion los porcentajes de viabilidad son mayores en el
diluyente TY respecto al diluyente TL, mostrando un 79% sobre un 76% respectivamente.

MORFOLOGIA NORMAL
El diluyente TY no mostré efecto sobre la morfologia espermatica normal con relacion al tiempo
(P >0.05) respecto al control. Se obtuvo el porcentaje mas bajo (65%) para este parametro hacia

las 24 horas post-refrigeracion, en comparacion al control (73.38%) y con un 73.75%, 70.12%,

70.86% y 66% a las 2, 4, 6, y 8 horas post-refrigeracion respectivamente (Grafica 3).
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Gréfica 3. Efecto de la refrigeracion a diferentes tiempos de conservacion (2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas)
a 5°C sobre el parametro de morfologia espermatica normal entre diluyentes TY y TL.
De manera similar fue el comportamiento del diluyente TL sobre el porcentaje de morfologia
normal, el cual presentd una disminucion gradual en relacion al tiempo de refrigeracion.
Mostrando un 63.75% hacia las 2 horas post-refrigeracion, un 64.13%, 63%, 59.57% y 61.14%
para las 4, 6, 8 y 24 respectivamente y un 73.38% para el control. No obstante, a pesar de esta
disminucion, no se presentaron diferencias estadisticas significativas (P > 0.05) entre horas y

con respecto al control.

El comportamiento espermatico entre ambos diluyentes es similar al pardmetro de viabilidad,
ya que entre ambos diluyentes no se observaron diferencias estadisticas significativas (P > 0.05).
Sin embargo, es importante resaltar que los porcentajes obtenidos con el diluyente TL son
inferiores a los obtenidos con TY. Donde a las 2 horas post-refrigeracion con el diluyente TL se
obtuvo un porcentaje de 63.75% respecto a un 73.75% alcanzado por el diluyente TY,
continuando con un descenso gradual hasta las 24 horas post-refrigeracion, obteniendo un

61.14% y 65% con el diluyente TL y TY respectivamente.
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7.3 Efecto de la refrigeracion sobre la integridad acrosomal

Se contaron 100 espermatozoides por cada laminilla y se clasificaron a los espermatozoides de

acuerdo al patrén de fluorescencia observada en la region de la cabeza (Figura 2).

Figura 2. Espermatozoides tefiidos con CTC. Patrones de fluorescencia que indican
El estado de capacitacion del espermatozoide. (F) Espermatozoides no capacitados, (B) Espermatozoides
capacitados y (RA) Espermatozoides con reaccion acrosomal.

Los resultados de los parametros basicos de la calidad espermatica que presentaron diferencia
estadistica significativa (movilidad espermatica), fueron tomados en consideracion para
determinar los tiempos en que se realizaria la evaluacion del estado fisioldgico del
espermatozoide, mediante la prueba CTC. Donde, al observar una diferencia significativa (P<
0.05) hacia las 8 y 24 horas post-refrigeracion respecto al control, estos tiempos fueron tomados
en consideracién para la evaluacion del estado fisiolégico de los espermatozoides. Siendo
entonces, las 2 horas (tiempo mas cercano al control), las 8 y 24 horas post-refrigeracion, los

tiempos elegidos para la realizacion de la prueba CTC.

Los resultados sobre la integridad acrosomal hasta 24 horas de almacenamiento en refrigeracion

con los diluyentes TY y TL se presentan en el cuadro 6.
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Cuadro 7. Estado de capacitacion espermatica entre diluyentes TY y TL a diferentes tiempos de conservacion (2, 8 y 24 horas).

T.R 0 horas 2 horas 8 horas 24 horas
Diluyente Tris TY TL TY TL TY TL
Intactos 76 + 3.63 63.33+5.72 66.50+539 61.83+3.87 56.17 +6.11° 59.17 + 2.93 50.50 + 6.47°

Capacitados 175+3.21 21.33+4.93 18.00+3.94 2567 +8.76° 22.33+6.19 25.87+3.67° 26.50 +1.87

Reaccionados 6.5+ 1.87 15.00 £5.18> 16.83+4.17° 17.00 +5.37° 21.67 +3.98° 18.00 +5.22° 22.90 + 6.65°

TR= Tiempo de refrigeracion

*= (P < 0.05) se consider6 significativo.
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ESPERMATOZOIDES NO CAPACITADOS

El porcentaje de espermatozoides no capacitados y con acrosoma intacto, no presentod
diferencias estadisticas significativas (P > 0.05), respecto al diluyente y tiempo de refrigeracion.

Sin embargo, en ambos diluyentes se observé un descenso gradual hasta las 24 horas.

El efecto del tiempo de refrigeracion mediante la utilizacion del diluyente TL mostro los
porcentajes de espermatozoides no capacitados mas bajos para las 8 (56.17%) y 24 (50.5%)
horas post-refrigeracion con respecto al control (76%) y al diluyente TY, el cual a las mismas
horas (8 y 24) exhibi6 porcentajes mayores de 61.83% y 59.17%, respectivamente. No obstante,
hacia las 2 primeras horas post- refrigeracion el diluyente TL alcanzd un porcentaje superior
(66.5%) de espermatozoides no capacitados, pero no significativamente diferente (P > 0.05)

respecto al diluyente TY con un 63.33% de espermatozoides no capacitados.

ESPERMATOZOIDES CAPACITADOS

El comparativo del comportamiento espermatico entre diluyentes mostré un aumento en el
porcentaje de espermatozoides capacitados con acrosoma intacto, respecto al transcurso en el
tiempo de refrigeracion, sin embargo, no presentaron diferencia estadistica significativa (P >
0.05) entre ambos diluyentes, ni entre las diferentes horas post- refrigeracion con respecto al

diluyente control.

El porcentaje de espermatozoides capacitados mostr6 un aumento durante el transcurso del
tiempo de refrigeracion utilizando el diluyente TY con un 21.33%, 25.67% y un 25.87% en 2,
8 y 24 horas, respectivamente, respecto al control (17.5%). Si bien, se observé un incremento
en los porcentajes de este parametro a las 2 y 8 horas post-refrigeracion, el porcentaje hacia las
24 horas se mantuvo similar al de las 8 horas. No asi en el diluyente TL que mostro el porcentaje
mas alto de espermatozoides capacitados a las 24 horas post-refrigeracion (26.5%) respecto a
las 2 (18%) y 8 (22.33%) horas de refrigeracion, sin encontrar diferencia estadistica significativa

(P > 0.05) entre ambos diluyentes.
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ESPERMATOZOIDES CON REACCION ACROSOMAL

El efecto del tiempo de refrigeracion espermatica con la utilizacion del diluyente TY mostro un
aumento en el porcentaje de espermatozoides con reaccion acrosomal desde las 2 (15%) horas
post-refrigeracion y hasta las 8 (17%) y 24 (18%) horas, respecto al control (6.5%), no obstante,
no mostraron diferencia estadistica significativa (P >0.05) entre el tiempo de refrigeracion de

ambos diluyentes con respecto al control.

Se observd un comportamiento similar sobre el porcentaje de espermatozoides con reaccion
acrosomal cuando fue utilizado el diluyente TL, donde hacia las 2 horas post-refrigeracion
exhibi6 un 16.83% de espermatozoides con reaccién acrosomal, el cual fue mayor con respecto
al diluyente control (6.5%), pero sin presentar diferencia estadistica significativa (P > 0.05). En
tanto las 8 (21.67%) y 24 (22.90%) horas post-refrigeracion mostraron mayores porcentajes de
espermatozoides con reaccion acrosomal, lo cual es estadisticamente diferente (P < 0.05)

respecto al control.

Contrastando el comportamiento espermatico empleando ambos diluyentes, se observé un
incremento progresivo sobre el porcentaje de espermatozoides con reaccion acrosomal con

relacion al diluyente y tiempo de refrigeracion.

7.4 Efecto de la refrigeracion y diluyente sobre los parametros reproductivos en conejas

inseminadas artificialmente.

Para las inseminaciones con semen refrigerado en los diluyentes TY y TL, incluido el control,

se realizaron en 35 conejas primiparas.

El objetivo de la segunda etapa del experimento fue determinar el porcentaje de fertilidad y
nimero de gazapos nacidos totales por camada, en conejas inseminadas artificialmente con la
utilizacion de semen refrigerado (2, 8 y 24 horas) con los diluyentes TY y TL y comparar los

resultados con el control, semen fresco diluido con Tris. En el cuadro 7, se muestra el
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comportamiento reproductivo en conejas inseminadas con semen fresco y semen refrigerado

hasta 24 horas, utilizando ambos diluyentes.

Pardmetros reproductivos como diagndstico de gestacion positiva, porcentaje de fertilidad,
gazapos nacidos totales y tamafio de camada mostré un comportamiento independiente con
respecto al tiempo en refrigeracion espermaética y al tipo de diluyente empleado, excepto con el
diluyente TY, que exhibié una disminucién en el porcentaje de fertilidad conforme incrementa

el tiempo de refrigeracion.

Cuadro 8. Efecto de la refrigeracion de semen y el tipo de diluyente sobre los parametros
reproductivos en conejas primiparas inseminadas artificialmente.

Inseminacion Artificial Parametros reproductivos
Tiempo de Diluyente Diagnéstico Fertilidad  Gazapos = Tamafio Promedio Peso Promedio de
Refrigeracién de Gestacion (%) Nacidos de Camada Camada
(horas) Positivo (n) Totales (n) £ SEM (9) £ SEM
(n)
0 Tris 5 100 28 56+25 0.347 £ 0.142
2 TY 4 80 17 56+29 0.212 +0.103
2 TL 2 40 12 6+238 0.322 +0.081
8 TY 3 60 25 83+3.1 0.427 +0.050
8 TL 5 100 25 5+37 0.548 +0.244
24 TY 2 40 12 4+28 0.249 +£0.142
24 TL 2 40 17 85+21 0.500 +0.084
FERTILIDAD

Los porcentajes de fertilidad para ambos diluyentes, mostraron un comportamiento similar, al

obtener 60% con los diluyentes TY y TL respecto al 100% alcanzado en el control.

El comportamiento reproductivo que se presento con el diluyente TY respecto al porcentaje de
fertilidad, refirié una disminucion progresiva conforme transcurrio el tiempo de refrigeracion,
exhibiendo un 80% hacia las 2 horas post-refrigeracion, seguido de un 60% y 40% para las 8 y
24 respectivamente. No asi en los resultados obtenidos con la utilizacion del diluyente TL, con
los cuales no se exhibio disminucion gradual en los porcentajes de fertilidad. Si bien, se mostré

una disminucion de éste parametro (40%) hacia las 2 horas post-refrigeracion, se contrasté con
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el 100% obtenido para las 8 horas de refrigeracion, descendiendo nuevamente a las 24 horas,
hasta obtener un 40% de fertilidad.

PROLIFICIDAD

Con relacion al parametro de prolificidad, entendido como el promedio de gazapos nacidos por
camada, se observo que con el empleo del diluyente TL se obtuvo un nimero mayor de gazapos
nacidos totales (6.5 gazapos), respecto a los 5.5 gazapos nacidos totales utilizando el diluyente

TY, no representando diferencia estadistica significativa (P > 0.05).

Puede observarse comparativamente el nimero de gazapos nacidos totales entre ambos
diluyentes hacia las 2, 8 y hasta 24 horas post-refrigeracion (Cuadro 6). Se muestra que el
namero de gazapos nacidos totales obtenidos mediante la utilizacion de los diluyentes TY y TL
son menores respecto al control (28 gazapos).

Si bien el numero de gazapos nacidos es inferior para ambos diluyentes, no presenta una
disminucion gradual. Siendo para el diluyente TY, 17 gazapos nacidos con la utilizacién de
semen refrigerado hacia las 2 horas, para las 8 y 24 post-refrigeracion, en el presente estudio, se
obtuvieron 25y 12 gazapos nacidos respectivamente.

El parametro de fertilidad, nimero de gazapos nacidos y tamafio de camada, obtenido con la
utilizacion del diluyente TL se comport6 de manera similar al diluyente TY, ya que no mostré
disminucion en ninguno de estos pardmetros conforme transcurrié el tiempo de refrigeracion.
Donde, hacia las 8 horas post-refrigeracion se obtuvo el mayor nimero de gazapos nacidos (25
gazapos), pero con un tamario de camada de 5 + 3.7 similar al control (5.6 + 2.5) y frente a 12
y 17 gazapos que corresponden a las 2 y 24 horas respectivamente. No obstante, estos ultimos
tiempos presentan un tamafio de camada mayor con un 6 + 2.8 y 8.5 + 2.1 respectivamente y

también frente al control.
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CAPITULO VIII. DISCUSION

A principios de los afios 70°s, se mostro la posibilidad de la utilizacion de la inseminacién
artificial para la produccion de carne de conejo, pero no fue hasta finales de los afios 80°s,
cuando se generalizé su uso en las granjas, ligado fundamentalmente a la posibilidad de la
utilizacion de semen procedente de machos seleccionados. Esta biotecnologia, ha conseguido
aumentar el rendimiento reproductivo de una coneja, al estar mas controlada (celo, ovulacion,
gestacion y parto) y a su vez disminuir los costos de mantenimiento de un nimero mayor de
machos, ya que con la A se necesitan menos machos por nimero de hembras a inseminar.
Siendo la 1A, una herramienta valiosa para diseminar material genético de alta calidad,
permitiendo expresarse en una poblacion ganadera competitiva. No obstante, la conservacion
de semen refrigerado para su utilizacion en 1A, produce una merma en su capacidad fertilizante,
en parte, debido a la respuesta de los espermatozoides de conejo a la conservacion en
refrigeracion. Esta considerado que la conservacion entre los 5°C y 15°C, el espermatozoide de
conejo sufre cambios funcionales, que incluyen, entre otros, una disminucion en la movilidad y
viabilidad, junto con alteraciones en la integridad de la membrana plasmatica y acrosomal (El-
Kelawy et al., 2012; Roca et al., 2000). Esta pérdida de la capacidad fertilizante producida
durante la conservacién mediante refrigeracion, podria estar relacionada con la composicion de
la membrana plasmatica del espermatozoide de conejo, el cual es rico en &cidos grasos
polinsaturados n-6, principalmente C22:5, lo cual aumenta la susceptibilidad a sufrir dafio
peroxidativo provocado por la liberacion de radicales libres que ocurre durante el proceso de
refrigeracion ( Zaniboni et al., 2004). Es por ello, que se realizan esfuerzos para mejorar la
eficiencia de los diluyentes empleados para la conservacion seminal en refrigeracion, de modo
qgue permitan incrementar la viabilidad y funcionalidad de los espermatozoides durante su
almacenamiento a temperaturas cercanas a 0°C (Maertens y Luzi 1995; Alvarino, 2000; Roca
et al., 2000). Actualmente la refrigeracion es el metodo de conservacion espermatica mas
utilizado, fundamentalmente por no presentar serias pérdidas en su calidad, lo cual se refleja en
los parametros de movilidad, viabilidad y capacidad fertilizante, especialmente cuando se
utilizan diluyentes con tampon Tris en su composicién (Sariozkan et al., 2013). En contraste,

en los conejos se restringe el método de crioconservacion o almacenamiento por congelacion a
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trabajos experimentales, ya que los resultados de pruebas de fertilidad in vivo, hasta ahora, no
permiten su utilizacion en granjas comerciales con suficientes garantias de éxito (Ferrian., 2007;
laffaldano y Rosato 2012). Lo anterior, es atribuido en gran medida, al incremento en el proceso
de capacitacion y reaccion acrosomal sufrida de manera prematura por los espermatozoides
durante el proceso de congelacion-descongelacion. Tanto el proceso de capacitacion como la
reaccion acrosomal, deben ocurrir dentro del tracto genital femenino y son fundamentales para
realizar la fertilizacion (laffaldano et al., 2014; Si et al., 2006; Benson et al., 2012).

En este estudio se analiz6 el efecto de dos diluyentes sobre los indicadores de calidad
espermatica del conejo Nueva Zelanda Blanco durante 24 horas de almacenamiento a 5°C, asi
como en los pardmetros de fertilidad y prolificidad en conejas inseminadas artificialmente. Si
bien, se encontr6 una peérdida progresiva en la calidad espermatica durante el tiempo de
almacenamiento, los resultados obtenidos en el presente experimento, indicaron que el diluyente
TY fue el més apropiado para conservar las caracteristicas cualitativas de los espermatozoides
del conejo, durante 24 horas de almacenamiento en refrigeracién. Mientras que, en relacion a
los parametros reproductivos obtenidos en las conejas inseminadas, los resultados muestran una
independencia respecto al tipo de diluyente utilizado y al tiempo de refrigeracion al cual fue
mantenido el semen. Al respecto, las directrices del Grupo Internacional de Reproduccién del
conejo, sefialan, que el intervalo 6ptimo de temperatura para el almacenamiento de semen de
conejo, hasta por 48 horas es de 15 a 18° C. En ese sentido, estudios previos se han llevado a
cabo para evaluar la viabilidad del semen de conejo almacenado en refrigeracion (Roca et al.,
2000; Di Lorio et al., 2014); Rosato y laffaldano (2011) obtuvieron resultados superiores en
supervivencia y funcionalidad espermaética, con una temperatura de refrigeracion de 5°C en
comparacion con 15°C. La temperatura de eleccion para el mantenimiento y prolongacion de
la vida Gtil de los espermatozoides en el presente trabajo fue de 5°C, la cual fue seleccionada en
base a la factibilidad de controlar temperaturas cercanas a 0°C; ademas, y desde un punto de
vista mas practico, acercarnos lo mas posible a las condiciones reales requeridas para el traslado
del semen hacia los sitios de utilizacion. Por ello y con base a la demostracion de la efectividad
de la yema de huevo, utilizada desde hace 70 afios como crioprotector de origen bioldgico (Talib

et al., 2013; Garde et al., 2008; Ebenesperger et al, 2015), asi como de la leche descremada
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(Tsunoda et al., 2015), se planted evaluar la efectividad protectora de dichos componentes sobre
los pardmetros de calidad espermatica, como son: movilidad, viabilidad, morfologia normal e
integridad del acrosoma en espermatozoides de conejo almacenados en refrigeracién. Si bien,
se ha descrito en otras especies la utilizacion de la yema de huevo y de la leche descremada
para prolongar la vida atil de los espermatozoides para este tipo de almacenamiento (Dorado et
al., 2011; Talib et al., 2013; Allai et al., 2015), en conejos, son escasos los estudios respecto a
la utilizacion de estos componentes para evaluar la funcionalidad espermatica del semen
refrigerado, ademas de no contemplar un seguimiento reproductivo en las hembras inseminadas
con esos mismos eyaculados, por lo que es importante realizar la evaluacion de los pardmetros
reproductivos en conejas. De igual manera se considerd la importancia de aportar datos de
manera simultanea y contrastar entre ambos diluyentes, el comportamiento de la calidad
espermatica, respecto al efecto protector brindado durante el proceso de refrigeracion. Dado que
la eficacia del diluyente es uno de los principales factores que influyen en los espermatozoides
para conservar su capacidad fertilizante durante un tiempo relativamente prolongado (Barbas y
Mascarenhas 2009; Salamon y Maxwell 2000), puesto que provee basicamente, una fuente
adecuada de nutrientes, un ambiente que protege a los espermatozoides contra la disminucién
de temperatura, asi como substancias amortiguadoras que los resguarden contra cambios
extremos de pH. Asi, los diluyentes empleados en este estudio incluyeron de manera concreta
componentes tales como Tris base y &cido citrico (amortiguador de pH), glucosa (fuente
energética), yema de huevo y leche descremada (protector contra bajas temperaturas), con el fin
de incrementar durante el mayor tiempo posible, la capacidad fertilizante de los espermatozoides

de conejo conservados en refrigeracion.

La movilidad, viabilidad, morfologia normal e integridad de las membranas plasmatica y
acrosomal, son parametros de la funcidén espermatica, directamente relacionados con la
capacidad fertilizante y que se modifican con la refrigeracion a largo plazo. Su evaluacion refleja
tanto estructura, funcionalidad y competencia espermatica, asi como aspectos esenciales de su
metabolismo, por lo que se utilizan como referencia en este estudio; en el cual se ha observado
que la tolerancia de los espermatozoides a la refrigeracion durante 24 horas en términos de

supervivencia y funcionalidad entre ambos diluyentes, indica un comportamiento diferencial
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expresado en la interaccion con los espermatozoides. Asi mismo, se ha descrito que el potencial
fecundante de los espermatozoides expuestos a bajas temperaturas, depende fundamentalmente
de la resistencia de la membrana plasmatica al dafio causado por los cambios de temperatura
(Sanchez et al., 2006). Esta estructura presenta mdltiples dominios que presentan una
composicion y organizacién caracteristica, 1o que brinda propiedades fisicas y funciones
distintas (Nicolson, 2014; Edidin, 2003; Palsdottir y Hunte 2004). Para Parks y Graham (1992),
la conservacion de dichos compartimentos o dominios resulta critica para las funciones del

espermatozoide, ya que cada uno asume un papel muy especifico en la fertilizacion.

Estos compartimentos son principalmente: la red mitocondrioflagelar (importante en el
metabolismo y motilidad del espermatozoide), la cabeza (de cual destaca la porcion anterior,
fundamental para la apropiada activacion acrosémica, y el ndcleo, necesario para el
almacenamiento estable del ADN), y el segmento ecuatorial (imprescindible para la union
espermatozoide-ovocito). Subsecuentemente, los principales dafios celulares inducidos por la
refrigeracion, incluyen alteraciones morfoldgicas como ruptura de la membrana plasmatica
(principal estructura afectada durante la refrigeracion), degeneracion acrosomal y lesiones en

las mitocondrias (Martins, 2005).

La movilidad es considerada el criterio mas importante en la evaluacion de la fertilidad del
macho, el objeto de su estimacion es determinar la proporcion de espermatozoides maviles y la
proporcion de los que se mueven progresivamente. En este trabajo, se registré un descenso
gradual de la movilidad progresiva entre ambos diluyentes, pero no presentaron diferencias
significativas (P > 0.05) entre ellos, ni entre el control. Al respecto, en este trabajo, se obtuvieron
diferencias significativas (P < 0.05) a partir de las 12 horas y hasta las 24 horas post-
refrigeracion tanto para el diluyente TL (24.3%) y TY (44.3%), respecto al control y a las 2, 4,
6 y 8 de almacenamiento. Estudios previos, han demostrado el efecto protector proporcionado
por la yema de huevo, sobre la movilidad espermatica en diversas especies. Crespilho et al
(2014), reportaron un 43.4% de movilidad progresiva en semen bovino, refrigerado a 5°C,
utilizando un medio de Tris-yema de huevo-fructosa. Utilizando la misma temperatura (5°C) y

componentes similares (Tris-yema de huevo). Mientras que Alli et al (2015) obtuvo un 53.91%
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y 45.8% de movilidad progresiva en espermatozoides de ovino, hacia las 8 y 24 horas post-
refrigeracion respectivamente. Este mismo autor reportd un 48.1% (8 horas) y un 40.0% (24
horas) de movilidad progresiva utilizando leche descremada, comparado a lo reportado en este
trabajo, donde se obtuvo un 50% y 24.29% para las 8 y 24 horas post-refrigeracion
respectivamente. En contraste, Sanchez et al (2006) registraron un 93.0% de movilidad, hacia
las 24 de refrigeracion a 4°C, para semen canino. La movilidad del espermatozoide es un factor
critico en el proceso de interaccion de los gametos; una disminucion en la velocidad y en la
proporcion de células moviles progresivas, refleja lesiones celulares que pueden reducir las

posibilidades de fecundacion (Martins, 2005 y Malmgren, 1997).

Uno de los problemas mas evidentes en los procesos de conservacion del semen es el conjunto
de alteraciones que el propio proceso induce en el espermatozoide, designadas colectivamente
como “choque térmico”. Dichas alteraciones se ponen en evidencia por la pérdida irreversible
de viabilidad que se produce cuando el espermatozoide se enfria rdpidamente hasta alcanzar los
0° C y cuya sefial mas evidente es la pérdida de movilidad tras el calentamiento; observandose
movimientos circulares de los espermatozoides y pérdida precoz de la movilidad (Quinn y
White, 1966). Existen evidencias de que el choque térmico y las lesiones irreversibles asociadas,
resultan de alteraciones en la organizacién de los lipidos de la membrana del espermatozoide o
fases de transicion lipidica (Drobnis et al., 1993). A la temperatura fisiologica, los fosfolipidos
de la membrana estan en un estado mas o menos fluido y sus cadenas de acidos grasos son
flexibles. Se sabe que algunos lipidos de la membrana del espermatozoide, los lipidos no-bicapa,
asumen una disposicion hexagonal, estando implicados en la formacién de un anillo alrededor
de las proteinas que integran la membrana. Asi que, al disminuir la temperatura de la membrana
por debajo de la temperatura de transicion de cada uno de los fosfolipidos individuales que la
componen, estos sufren la fase de transicion termotropica del estado liquido-cristalino al estado
de gel, comenzando a agregarse. Concretamente, las cadenas de acidos grasos toman rigidez y
se aislan en dominios de gel, de los cuales son excluidas las proteinas de la membrana que se
concentran en areas fluidas; fenédmeno que afecta las funciones de las proteinas, por ejemplo,

en los canales proteicos ionicos (Martins, 2005).
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La yema de huevo es un componente basico que esta presente en casi todos los diluyentes para
refrigeracion y congelacion, cuyas caracteristicas protectoras contra el frio se reportaron en 1939
por los trabajos de fertilidad en toros, realizados por Phillips y Lardy (Pillet et al., 2011), y ha
demostrado ser muy eficaz para el mantenimiento de la fertilidad del semen, tanto especies
domésticas como exdticas. Su composicion, es una mezcla compleja, conformada
principalmente por 68% de lipoproteinas de baja densidad (LDL), 16% lipoproteinas de alta
densidad (LHL), 10% de levetelinas, 4% de fosfivitinas (Garcia, 2005). Laca et al (2015),
menciona que la yema de huevo es una emulsién que contiene aproximadamente 52% de materia
seca, del cual aproximadamente el 65% es grasa, el 31% proteina y los restantes 4% son
carbohidratos, vitaminas y minerales. Menciona ademés, que es una fuente principal de
ingredientes activos, que pueden ser facilmente fraccionados por centrifugacion para la
separacidn de sus componentes en plasma (sobrenadante) y granulos (pellet). Siendo el plasma
la fase acuosa en la que las particulas de la yema estan en suspension, compuesta por 85% de
lipoproteinas de baja densidad y 15% glicoproteinas globulares, sobre todo a, b y g-livetinas.
Las LDL son grandes particulas esféricas de 17-60 nm de diametro con un ndcleo de
triglicéridos y ésteres de colesterol, rodeadas por un monofilm de apoproteinas (llamados

lipovitelinas) y fosfolipidos.

En 1974, Pace y Graham purificaron la yema de huevo y observaron que la fraccién de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), representaba la propiedad protectora (Hu et al., 2011).
De hecho, estas moléculas y los mecanismos exactos involucrados que participan durante la
proteccion de los espermatozoides durante este proceso, aun no estan claros (Hu et al., 2006;
Moussa et al., 2002). Es por ello que se plantean varias hip6tesis para explicar las capacidades
de proteccion de las LDLs. En primer lugar, se propone que las LDL se adhieren a la membrana
plasmatica de los espermatozoides, formando una pelicula protectora en la superficie,
proporcionandoles proteccion mediante la estabilizacion de su membrana durante la
conservacion. En segundo lugar, se propone que las LDLs podrian fusionarse con la membrana
plasmatica y reemplazar a los fosfolipidos de la membrana que se pierden o son dafiados,
aumentando asi la tolerancia de los espermatozoides al choque por frio. En tercer lugar, se

propone que las LDLs compiten con los péptidos cationicos perjudiciales del plasma seminal,
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en la unién a la membrana de los espermatozoides (Bergeron et al., 2004; Garcia, 2005). Por lo
anterior, se considera que la yema de huevo actia como un crioprotector externo o no

penetrante.

La sensibilidad al choque por frio varia entre las especies. Es asi que algunos componentes,
como los fosfolipidos y los acidos grasos de la membrana espermaética y la relacion entre ellos,
es importante en el grado de susceptibilidad de los espermatozoides de las distintas especies al
choque frio; como también la relacion entre colesterol/fosfolipidos. Habiéndose observado que
una relacion superior a 0.5, confiere una mayor resistencia al choque térmico (Garcia, 2004).
Por lo que las variaciones del efecto protector de la yema de huevo entre especies podria deberse
a la diferencia cuantitativa de los componentes de su membrana, asi como a la concentracién de
la yema de huevo requerida para cada especie. Comunmente la yema de huevo es utilizada en

los diluyentes seminales, en concentraciones que van del 3 al 25% (v/v) (England, 1993).

Como se menciono anteriormente, la yema de huevo se ha utilizado de forma rutinaria como
componente en el diluyente, para la conservacidn exitosa de semen refrigerado de especies tanto
domésticas como silvestres. No obstante, varios autores (Pillet et al., 2011; Kumar et al., 2015;
Ropke et al., 2011) han sefialado los inconvenientes de su utilizacion. La contaminacion es una
de ellas; siendo un componente de origen animal, representa un riesgo potencial de
contaminacion para los espermatozoides, comprometiendo su viabilidad (Pillet et al., 2012). Por
ello, la utilizacion de diluyentes comerciales ofrece una alternativa para reducir la
contaminacion en el eyaculado, conservando su capacidad fertilizante. Se ha reportado un 40%
de movilidad (Rosato et al., 2006) en espermatozoides de conejo refrigerados utilizando un
diluyente comercial (Lepus), hacia las 24 horas de refrigeracién, cuyo parametro es similar al
obtenido en el presente estudio con la utilizacion de la yema de huevo (44.3%). Por otra parte,
Carluccio et al (2006), evaluo la eficacia de dos diluyentes comerciales: Lepus, M 11l e INRA
96, elaborado por ese mismo Instituto para el mantenimiento de espermatozoides de conejo
refrigerado a 4°C hasta 34 horas. Los resultados en movilidad reportados para cada uno de los
diluyentes hacia las 25 horas post-refrigeraciéon muestran lo siguiente: el diluyente Lepus (4.8

%), mostré una motilidad muy por debajo de los resultados obtenidos en el presente estudio; sin
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embargo el diluyente MI1I (29.5%) se situ6 por arriba de lo obtenido por el diluyente TL, pero
muy por debajo de TY; y por ultimo el diluyente INRA mostré una superioridad con un 87.1%
respecto a los diluyentes TY y TL. (Se tomo en cuenta las 25 horas post-refrigeracion para
comparar con nuestros resultados, ya que es el tiempo que mas se acerca al ultimo tiempo
evaluado en este estudio, que fue de 24 horas post-refrigeracion). Asi mismo, Rosato y
laffaldano estudiaron el efecto de tres diluyentes; dos de ellos: Lepus y Merk Ill (también
conocido como MII), evaluados con anterioridad por Carluccio el al (2006), y el diluyente
Cortalap (disefiado para su utilizacion en conejos), sobre el mantenimiento de la movilidad
progresiva e integridad de la membrana de espermatozoides refrigerados (a 5°C) de conejo,
durante 72 horas. Los resultados obtenidos por estos autores para cada uno de los diluyentes, en
relacién a la movilidad progresiva, indican inferioridad de este parametro respecto a los
obtenidos con el diluyente TY, pero superioridad respecto al diluyente TL logrados en este
estudio. No obstante, los resultados para Lepus, Merk I11'y Cortalap en relacion a la integridad
de membrana se muestran inferiores tanto para TY como para TL. Los resultados anteriores
indican contradiccidn, por lo descrito por Pillet et al., 2012, donde se alude que la yema de
huevo al ser de origen animal, representa un riesgo potencial de contaminacion para los
espermatozoides, comprometiendo su viabilidad. En el presente estudio, a pesar de la utilizacion
de este componente de origen animal, se obtuvo una mejor respuesta de proteccién al
espermatozoide en relacion con los diluyentes comerciales, los cuales son sometidos a un
estricto control de calidad respecto a su inocuidad como punto importante para la

industrializacion.

Otro de los parametros evaluados con mayor frecuencia es la integridad de la membrana
plasmatica, ya que es una estructura esencial para algunas funciones metabdlicas tales como la
capacitacion, reaccion del acrosoma, interaccién con la zona pelicida y fusion de la membrana
del espermatozoide con la del ovocito. La pérdida de su integridad es considerada como
incompatible con la capacidad del espermatozoide de fecundar un ovocito in vivo (Salinas et al.,
2014; Rijsselaere et al., 2004; Mourvaki et al., 2010), siendo sumamente Gtil su determinacion
para predecir su capacidad fertilizante in vitro. Los valores reportados en este estudio, con

relacion a la integridad de la membrana plasmatica, para ambos diluyentes respecto al tiempo
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de refrigeracion, muestra una disminucién progresiva conforme transcurre el tiempo de
conservacion; sin embargo no se presento diferencia estadistica significativa (P > 0.05), tanto
en el tiempo de conservacion como entre los diluyentes, respecto al control. No obstante, se
observo que a partir de las 2 y hasta las 24 horas post-refrigeracion, los porcentajes de viabilidad
fueron mayores en el diluyente TY (79%) respecto al diluyente TL (76%). Resultados similares
fueron reportados por Allai et al (2015), quienes determinaron la efectividad de la yema de
huevo y leche descremada sobre la integridad de la membrana de los espermatozoides
refrigerados (5°C) de ovino durante 48 horas. Los resultados obtenidos con la utilizacion de la
yema de huevo fueron de un 87.56% y 79.5% hacia las 8 y 24 horas post-refrigeracion, en
comparacion con nuestros resultados (81.57% y 79%) para los mismos tiempos de refrigeracion;
mientras que para la leche descremada, estos autores reportan un 86.44% y 82.75% hacia las 8
y 24 horas de refrigeracion contra un 74.71% (8 horas) y 76% (24 horas) de nuestro estudio.
Respecto a la utilizacion de leche descremada, Sanchez et al (2006), evaluaron la efectividad de
la yema de huevo y leche descremada; pero en semen refrigerado de canino, a 4°C durante 96
horas, sobre la viabilidad espermatica. Ellos reportaron un 75.4% y 66.8% de integridad de la
membrana, hacia las 24 horas post- refrigeracion, con la utilizacion de yema de huevo y leche
descremada respectivamente. Por otra parte, Rosato et al (2006), obtuvieron un 65% de
viabilidad en espermatozoides refrigerados de conejo, utilizando un diluyente comercial (Lepus)
hacia las 24 horas de refrigeracion. Mostrando un resultado inferior, en comparacion con los
dos diluyentes utilizados en este estudio. Respecto a lo anterior, se observé diferencia en la
eficacia de la yema de huevo y la leche descremada sobre la integridad de la membrana
espermatica entre especies, y en donde este Ultimo componente muestra una eficacia menor, asi
mismo es interesante el resultado obtenido con el diluyente comercial, cuyos parametros de
viabilidad fueron ain mas bajos que los obtenidos con la utilizacion de leche descremada. Este
mismo comportamiento, en relacion a la eficacia de los diluyentes, también se observa para el
parametro de morfologia normal espermatica. Los resultados obtenidos en este estudio con el
diluyente TL son inferiores a los obtenidos con el diluyente TY. Se observé que hacia las 2
horas post-refrigeracion con el primer diluyente, se logré un porcentaje del 63.75% respecto a

un 73.75% alcanzado por el segundo diluyente, continuando con un descenso gradual hasta las
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24 horas post-refrigeracion, obteniendo un 61.14% y 65% con el diluyente TL y TY

respectivamente.

Pese a la amplia utilizacion de la leche descremada, de manera convencional, como componente
en la conservacién de semen (Salamon y Maxwell, 2000), actualmente el mecanismo de accion
por el cual este componente ejerce su efecto protector, no se ha esclarecido en su totalidad,
aunque se han propuesto varios mecanismos (Bergeron y Manjunath, 2006). Tsunoda et al.,
(2015) y Aurich (2008), refieren que los componentes activos a los que es atribuido su efecto
protector, son las micelas de caseina, que interactdan con las proteinas del plasma seminal y lo
protegen contra la eliminacion de los fosfolipidos y el colesterol de la membrana plasmatica de
los espermatozoides; manteniendo al mismo tiempo, la movilidad y viabilidad del
espermatozoide (Allai, 2015). En bovinos, se ha demostrado que las micelas de caseina
interactlian y secuestran las proteinas del plasma seminal, las cuales inducen el flujo en la salida
del colesterol y los fosfolipidos de la membrana plasmatica del espermatozoide, conduciendo a
su desestabilizacion (Krishnakumar et al., 2011). Las caseinas constituyen un grupo de
fosfoproteinas, que tiene como caracteristica distintiva su funcion, principalmente nutritiva. La
caseina es la proteina mas abundante de la leche y representa aproximadamente entre el 77% y
82% de las proteinas totales. La caseina se encuentra en la leche en estado coloidal, en forma de
micelas (proteina densa en estado granular), que son agrupaciones de numerosas unidades de
caseina (Gomez ,2007), las cuales estan constituidas por 4 proteinas, denominadas asl, as2, 3
y K-caseinas (Bravo, 2012). La fraccion de B-caseina constituye el 45% de las caseinas, esta
compuesta de 209 aminoacidos y es la méas hidrofdbica de todas las caseinas, a su vez, forma
junto con la a- caseina, el ntcleo de la micela. La fraccion de la k-caseina esta formada por 169
aminoéacidos, representa entre el 12 y el 15% del total de la caseina de la leche, se encuentra en
la superficie de la micela y junto con la B-caseina y se encarga de proporcionarle estabilidad a

su estructura (Zepeda, 2013).
Retomando las diferencias observadas, en cuanto la eficacia de la yema de huevo sobre la leche

descremada, en base a la integridad de la membrana espermatica entre especies y sobre los

parametros de movilidad, integridad de la membrana y morfologia determinados en este estudio,
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se pueden plantear algunas hipotesis para explicar el desempefio del diluyente TL: i) en general,
las caseinas tienen bajos niveles de estructura secundaria y terciaria, lo que les confiere gran
flexibilidad y una estructura facilmente desnaturalizable, por efecto de la temperatura y
susceptibilidad a la accion de las enzimas (Bravo, 2012) y ii). Dado que la temperatura es un
factor que afecta la estabilidad del sistema micelar de la caseina, a los 4°C, la B-caseina
comienza a disociarse de la micela (Gémez, 2007). Asi mismo, la multitud de modelos
diferentes que han sido propuestos sobre la estructura de la micela de caseina, constituyen una
evidencia clara de la ausencia de conocimientos solidos sobre el mecanismo protector de la leche
descremada empleandola a temperaturas de refrigeracion (Ferrandini et al., 2006). En
consecuencia, queda reducida la posibilidad de esclarecer con mayor exactitud el mecanismo de

accion de las micelas de caseina, asi como su relacion con la supervivencia espermatica.

Los resultados aqui presentados corroboran la importancia que tiene la presencia de la yema de
huevo en el diluyente de refrigeracion para el semen de conejo, dados sus beneficios en la
preservacion de la movilidad, morfologia normal y en la estabilizacion de la membrana del
espermatozoide. Asi mismo, se sugiere que este protector bioldgico ofrece mayor eficacia para
contrarrestar el dafio ocasionado por el proceso de refrigeracion. No obstante, el efecto protector
de la leche descremada respecto a estos Gltimos dos parametros, no fue significativamente
diferente, pero si lo fue para la movilidad.

Otro de los indicadores de calidad espermatica determinado en este estudio fue la integridad de
la membrana acrosomal del espermatozoide. Es importante mencionar que la reduccion en
tiempos de evaluacion para este parametro (2, 8 y 24 horas post-refrigeracion), respecto a las
contempladas en la evaluacion de movilidad, integridad de la membrana plasmaética y
morfologia normal (2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas post-refrigeracién) fueron reducidos, ya que se
planted incluir solo aquellos tiempos en los que fueron presentaran diferencias significativas
entre ellos, con relacion a cada uno de los parametros de calidad espermatica anteriormente
evaluados. La valoracion de la integridad acrosémica, junto con la valoracion de la integridad
de la membrana plasmatica del espermatozoide, ha sido uno de los pardmetros seminales mas

estudiados, debido a que juega un papel clave en la fertilizacion (Cabrera et al., 2012), ya que
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solo los espermatozoides que presentan un acrosoma integro, podran realizar la reaccion
acrosomal de manera sincronizada con la fase de penetracion del ovocito y, como consecuencia,
podran fusionarse con éste, para formar un embrion (Januskauskas et al., 2000). No obstante,
cualquier dafio en el acrosoma, provoca que se liberen enzimas como la acrosina y la
hialuronidasa (que son de las més importantes, que el acrosoma alberga en su interior),
impidiendo que ocurra la fertilizacion, de forma que, si el porcentaje de espermatozoides que
presentan éstas alteraciones es elevado, puede provocar un descenso de la fertilidad (Ferrian,
2007). Este estudio reporta que para las 8 y 24 horas post-refrigeracion, los espermatozoides
conservados con el diluyente TY, presentaron mayores porcentajes de integridad en su acrosoma
(espermatozoides no capacitados con acrosoma intacto) mostrando un 61.83% y 59.17%
respectivamente en comparacion con un 56.17% (8 horas) y 50.5% (24 horas) correspondiente
al diluyente TL. No obstante, hacia las 2 primeras horas post-refrigeracion el comportamiento
espermatico presentado con el diluyente TL alcanz6 un porcentaje superior (66.5%), pero no
significativamente diferente (P > 0.05) respecto al diluyente TY con un 63.33% de
espermatozoides no capacitados. Estos resultados se encuentran muy por encima de los
obtenidos por Cresphilo et al (2014), quienes reportaron 4.0% de acrosomas intactos en
espermatozoides refrigerados de bovino (a 5°C), hacia las 24 horas, utilizando un diluyente a
base de Tris-yema de huevo-fructosa. En contraste, Florez et al (2014), reporté que el diluyente
a base de Tris base y leche descrema, mostré6 mayor eficacia en relacion a la integridad
acrosomal (96.5%), en espermatozoides de caballo, hacia las 12 horas post-refrigeracion,
resultados incluso mayores a nuestro control (76%). Durante el proceso de conservacion, los
espermatozoides sufren muchas tensiones derivadas del descenso en la temperatura. Sin
embargo, existen diferencias entre especies en su capacidad de resistir al proceso, en parte, es

debido a las diferencias en la composicion de su membrana plasmatica. (Mocé, 2009).

En este estudio, el porcentaje de espermatozoides no capacitados y con acrosoma intacto no
presento diferencias significativas (P > 0.05) respecto al diluyente y tiempo de refrigeracion.
Sin embargo, se observa un descenso gradual sobre este pardmetro durante el transcurso del
tiempo de refrigeracion y hasta las 24 horas tanto para el diluyente TY y TL. Uno de los

problemas mas evidentes en los procesos de conservacion del semen, es el conjunto de
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alteraciones que se presentan en el espermatozoide, designadas colectivamente como “choque
térmico” o ‘“choque de frio”. Dichas alteraciones se ponen en evidencia por la pérdida
irreversible de la viabilidad, que se produce cuando el espermatozoide se enfria rapidamente a
0° C y cuya sefial mas evidente es la pérdida precoz de la movilidad, derivada de la reduccién
en la actividad respiratoria del espermatozoide, afectando negativamente la actividad glucolitica
y los niveles de ATP. Ademas de alteraciones morfoldgicas, como ruptura de la membrana
plasmatica, lesiones en las mitocondrias y degeneracion acrosomal (Rojas, 2014). La
refrigeracion, anticipa las modificaciones de la membrana plasmatica, que normalmente se
producen durante la capacitacion, observandose un incremento en la tendencia de las células a
mostrar patrones tipicos de los estadios de capacitacion, lo que indica que la refrigeracion induce
un estadio equivalente a la capacitacion; fendmeno también observado a nivel de la fluidez de
la membrana y en las concentraciones celulares de iones, como es el caso del Ca?*. Ademés, el
aumento intracelular de este ion durante la refrigeracién contribuye a las alteraciones de
capacitacion y al fendmeno de fusién entre la membrana plasmatica y acrosomal externa de
forma prematura. Por otra parte, el ADN sufre degeneracion. Las alteraciones bioguimicas del
espermatozoide estan causadas sobre todo por la pérdida de la selectividad de la membrana y

por la pérdida de enzimas y fosfolipidos (Martins, 2005).

El conjunto de alteraciones estructurales sobre los espermatozoides, se encuentra directamente
relacionado con el proceso de fertilizacion. No obstante, este proceso bioldgico, es uno de los
mas complejos, el cual involucra la interaccion entre células altamente especializadas, como el
espermatozoide y el ovocito, que proporcionan un ejemplo Gnico de numerosos procesos
celulares, que convierte dos células totalmente diferenciadas en un cigoto totipotente (Canovas
y Coy, 2008). Por lo cual, la eficiencia de la IA depende de parametros y/ o factores relativos al
macho y a la hembra (Brun et al., 2016). Entre algunos factores que intervienen de manera
directa, y en relacion con la hembra, se encuentran: el estado o condicién fisiologica y edad de
vida reproductiva (Castellini y Lattaioli, 1999). Ademas de factores relacionados directamente
con la técnica de 1A, como son: la técnica de induccién de celo e induccién a la ovulacion
(Garcia y Rodriguez, 2002) y numero de espermatozoides por dosis (Roca et al., 2000). En el

presente estudio las hembras inseminadas artificialmente estuvieron bajo el mismo meétodo de
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induccién de celo y ovulacién, ademas recibieron el mismo nimero de espermatozoides por
dosis inseminante, que fue de 30x10%/ml. En conejas, se ha estudiado la reduccion en la cantidad
de espermatozoides, conforme a su trayectoria por el tracto reproductivo de la hembra. Castellini
y Lattaioli (1999), determinaron la relacion entre el numero de espermatozoides moviles
inseminados en las conejas, sobre la tasa de fertilidad y tamafio de camada al nacimiento,
registrando el valor maximo de gazapos al nacimiento de 10.97, con una concentracion de 4
millones de espermatozoides mdviles, por dosis en semen fresco. Vicente et al., en 2008,
inseminaron con 6 millones de espermatozoides totales por dosis, obteniendo 9.7 gazapos por
camada. Rodriguez et al., 1983, menciona que cuando la dosis de inseminacién de 0.5 ml tiene
una concentracion de 30x10° espermatozoides, se sobrepasan ampliamente lo minimos exigidos,
por lo que una dosis de 10-20 x10° espermatozoides por dosis, asegura razonablemente la
presencia de 1-6 x10° espermatozoides moviles, cubriendo las exigencias minimas para la
fertilizacion (Adam, 1972). Lo mencionado por estos dos autores, fue considerado para la
eleccion de la concentracion de espermatozoides por dosis empleada en este estudio; ademas de
considerar que, si bien, la trayectoria realizada por el espermatozoide desde el sitio de
deposicion seminal (cervical) hasta el lugar de fertilizacion, es menor a la trayectoria recorrida
cuando se realiza por monta natural (vagina), las alteraciones sufridas por el espermatozoide
durante el proceso de refrigeracion, debe compensarse con el aumento en el nimero de

espermatozoides por dosis, tal como lo mencionan Salamon y Maxwell, 2000.

No obstante, Farrell et al., 1993, llegaron a la conclusion de que existen condiciones que
influyen sobre el nimero minimo de espermatozoides necesarios para alcanzar los porcentajes
de concepcion maximos en conejos, como el diluyente y el tiempo de almacenamiento de los
espermatozoides. Holt y Fazeli, 2010, mencionan que el efecto lavado que provocan los
diluyentes, puede modificar la membrana plasmatica de los espermatozoides, ademas de la
manipulacion espermatica que se produce durante la elaboracion de las dosis seminales, la cual
da lugar a procesos de capacitacion que normalmente ocurren dentro el tracto reproductor de la
hembra. En conejos, el efecto perjudicial de la dilucion puede ser correlacionado con la
dispersion extrema de plasma seminal, el cual tiene un papel relevante en la evaluacion de la

motilidad (Gottardi, 1993), ya que el plasma seminal, lejos de ser un medio de transporte de la
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célula espermética en su camino hacia el ovocito, juega un papel fundamental en el proceso
reproductivo, garantizando la viabilidad del espermatozoide, proporcionando nutrientes,
proteccion, factores reguladores de la capacitacion y del reconocimiento y union con el ovocito
(Buxadé y Sanchez, 2000). Entre los reguladores de la capacitacion, se encuentran los granulos
de la secrecidn prostatica, producidos y secretados por la prostata del conejo (Mourvaki et al.,
2010), los cuales, son capaces de inhibir la capacitacion espermatica, lo que retrasa la reaccion
del acrosoma, y ademas, promueven la movilidad de los espermatozoides, durante la primeras
horas después del apareamiento. Ambos efectos son requisitos fundamentales para el éxito de
la fertilizacion del ovocito, en animales con ovulacion inducida, como es el caso del conejo
(Cardinali et al., 2010)

Al igual que en la movilidad, el plasma seminal tiene un efecto positivo en el mantenimiento de
la viabilidad durante su almacenamiento in vitro (Castellini et al., 2000), este efecto se ha
asociado con propiedades antioxidantes. Akman, 2008, concuerda con lo anterior, ya que
demostro que el plasma seminal ejerce un efecto protector, especialmente durante las primeras
24 horas del periodo de almacenamiento, en las membranas plasmaticas de los espermatozoides

de conejo almacenados 4 ° C.

El-Kelawy et al., 2012, evaluaron la movilidad, viabilidad y capacidad fertilizante de
espermatozoides de conejo refrigerados a 5°C durante 24 horas. EI semen fue diluido con
citrato-fructosa-yema de huevo, reportando un porcentaje de fertilidad del 70% y un tamafio de
camada de 5.95+0.39 gazapos hacia las 24 horas de almacenamiento. Estos mismos parametros
reproductivos fueron evaluados por Roca et al., 2000, pero con semen refrigerado a 15°C hasta
96 horas, con un diluyente a base de Tris-acido citrico-glucosa y con hembras en diferentes
estados fisiologicos (nulipara, primipara y lactante), reportando un porcentaje de fertilidad para
hembras nuliparas de 79.0+3.2 y un tamafio de camada de 7.89+0.29. Por otra parte Lopez y
Alvarifio, 1998, evaluaron el efecto de un diluyente comercial MA24 (Laboratorios Ovejero,
Ledn, Espafa), sobre los parametros de fertilidad y prolificidad en hembras lactantes
inseminadas con semen refrigerado a 18°C hasta por 96 horas, consiguiendo para las 24 horas

un porcentaje de fertilidad del 83.56% y una prolificidad de 8.48+0.17 gazapos por camada. El
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porcentaje de fertilidad obtenido en este estudio para los diluyentes TY y TL fue del 40%, en
ambos casos, a las 24 horas de refrigeracion. No obstante, el tamafio de camada para el diluyente
TL fue de 8.5+2.1 gazapos por camada; resultados comparables por los obtenidos por los ultimos
autores mencionados, incluso, donde fue utilizado un diluyente comercial. Por otra parte la
prolificidad obtenida con el diluyente TY fue de 4+2.8 gazapos, en el mismo tiempo de

refrigeracion que los anteriores autores emplearon.

En el presente estudio, no fue posible llevar a cabo una correlacion entre las variables de
movilidad, morfologia normal e integridad de la membrana plasmatica y acrosomal con los
pardmetros reproductivos de fertilidad y prolificidad en hembras inseminadas (Brun et al.,
2016), debido a que nuestro conjunto de datos fue insuficiente para estimar con precisién las
correlaciones de calidad espermatica respecto a la capacidad de fertilizacion. No obstante, el
presente estudio proporciona la oportunidad de comparar simultaneamente, el desempefio de
dos diluyentes (TY y TL), y demuestra que mantienen los indicadores de calidad espermética in

vitro, durante 24 horas de almacenamiento en refrigeracion, con potencial de fertilizacion.

Si bien, no podemos referirnos a una correlacion propiamente dicha, se observa una tendencia
en la disminucion de los porcentajes de fertilidad, respecto al diluyente TY, encontrando una
reduccion gradual de este parametro, conforme transcurre el tiempo de refrigeracion de los
espermatozoides, logrando un 80% de fertilidad a las 2 horas, 60% a las 4 horas y 40% a las 24
horas post-refrigeracion. No asi para el diluyente TL, el cual, para las 2 y 24 horas, obtuvo un

40% de fertilidad comparado con un 100% a las 8 horas post-refrigeracion.

La condicidn fisioldgica también influye en el porcentaje de fertilidad. Rebollar et al., 1992,
informaron que el porcentaje de fertilidad en conejas nuliparas es mas alta que en conejas en
periodo de lactancia. Garcia y Rodriguez, 2002, apoyan esta afirmacion, quienes manifiestan
que, la prolactina liberada en respuesta a la succion de los gazapos en conejas lactantes,
interfiere en el control de los estrogenos foliculares sobre la FSH y sobre el ovario, alterando
los procesos que desencadenan la ovulacion. La lactacion, por tanto, es la principal responsable

de que haya un porcentaje superior de conejas no receptivas, y que los resultados de fertilidad
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sean del orden del 50%, para las dos primeras semanas posteriores al parto. En contraparte, en
conejas nuliparas de edad y peso adecuados, la induccion a la ovulacién con GnRH, no ha
presentado problemas en cuanto a la fertilidad, ya que en los ovarios de estas conejas, siempre
existe un namero elevado de foliculos capaces de ovular. Esto se refuerza, por los resultados
obtenidos en este estudio, donde independientemente del tipo de semen utilizado para la
inseminacion (fresco o refrigerado), se obtuvieron porcentajes de fertilidad del 100%, tanto para

el control como para el semen refrigerado durante 8 horas, con el diluyente TL.

El tamafio de camada obtenido en este estudio, es inferior 0 igual a otros estudios realizados,
como los mencionados anteriormente. Una de las razones del porque su relacion, es la temporada
del afio en el cual ocurrieron los partos (marzo). Bhatt et al., 2002, encontraron que el tamafio y
peso de la camada al nacimiento, asi como el tamafio de la camada al destete, eran todos mayores
durante la época de invierno, en comparacion con los que ocurrian durante épocas calurosas
como la primavera, el verano y la temporada Iluviosa. Por otra parte, Szendro, 2000, encontro
que el orden en el nimero de parto influye sobre el tamafio de la camada, que es en promedio,
sustancialmente mas baja, en el primer parto que en las camadas posteriores. El tamafio de
camada mas grande, se presenta entre el segundo y tercer parto, disminuyendo de manera
gradual en los partos posteriores. Respecto a los resultados obtenidos en este estudio, podemos
mencionar que el parto de las hembras inseminadas sucedié en primavera, ademéas de ser
hembras nuliparas, y por ende, su primer parto. Siendo entonces, algunas de las razones para la
obtencion de un nimero de camada inferior, respecto al 6ptimo, que es de entre 7 y 8 gazapos
por camada (Alvarifio, 2000), reportando para este estudio tamafios de camada entre 4+2.8 a
6+2.8, exceptuando 8.3+8.3 para el diluyente TY a las 8 horas de refrigeracion y 8.5+2.1 para

el diluyente TL a las 24 horas post-refrigeracion.

Debe tenerse en cuenta que la méxima expresion de la capacidad reproductiva de la coneja se
presenta hasta el tercer parto de su vida reproductiva, reflejada por la capacidad de los 6rganos
reproductores para alojar un namero mayor de productos. Asi, Aragén et al., 2010, sefialan que
el tamafio y caracteristicas del Utero, dependen del estadio reproductivo; en hembras jovenes es

de superficie lisa y presenta escasa masa muscular; por lo que al desarrollar la funcién
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reproductiva y la participacion de los estrégenos con actividad morfogénica y proliferativa sobre
los tejidos uterino, ovarico y vaginal, promueve el aumento de tamafio en estas estructuras. Lo

que puede explicar los resultados en cuanto al numero de gazapos nacidos por camada.

Si bien, la raza Nueva Zelanda blanco, posee estandares caracteristicos como alta prolificidad y
habilidad matera (Mc Nitt et al., 2000), debe considerarse la existencia de animales productores
constituidos en base a diferentes lineas especializadas en parametros reproductivos como: tasa
de ovulacién, desarrollo embrionario (Mehaisen et al., 2005), prolificidad, precocidad sexual,
frecuencia de celo, tasa de concepcion, habilidad materna (Capra y Blumetto, 2014), asi como
rasgos heredables en relacion a la morfometria espermatica (Lavara et al., 2013), aspectos que

sin duda, influyen de manera directa sobre los resultados.

Son escasos los trabajos que proporcionan datos sobre la fertilidad y la prolificidad en hembras
inseminadas artificialmente con semen refrigerado, empleando diluyentes a base de yema de
huevo y leche descremada en conejos. Por lo que los resultados proporcionados en este estudio,
son fundamentales, ya que demuestran que puede lograrse una fertilizacion exitosa, con el

empleo de estos componentes en el diluyente de conservacion.

Los efectos favorables de la yema de huevo y la leche descremada, para contrarrestar las
alteraciones provocadas por el choque de frio, se encuentran ampliamente comprobados en la
refrigeracion del semen en diferentes especies domésticas. Sin embargo, los complejos
mecanismos relacionados con esta proteccion, se encuentran actualmente bajo objeto de
investigacion. Nuestros resultados, reafirman la importancia que tiene la adicion de la yema de
huevo y la leche descremada al diluyente de conservacion, mediante refrigeracion del semen de
conejo, dado los beneficios en la preservacién de la movilidad, la estabilizacion de la membrana

plasmatica y acrosomal, los cuales demostraron ser suficientes para lograr la fertilizacion.
No obstante, estudios posteriores deberan contemplar factores que presenten relacién directa

con los parametros evaluados en este trabajo, factores como: raza, estacionalidad reproductiva,

linea genetica, condicion fisiologica, asi como en el estudio de diferentes componentes del
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diluyente de conservacion seminal y su desarrollo; con el proposito, no solo de mejorar el
mantenimiento y la funcionalidad de la célula espermaética, sino de preservar el potencial de
fertilizacion de los espermatozoides, bajo protocolos ya sea de refrigeracion y/o congelacion,
con la finalidad de transmitir a futuras poblaciones cunicolas, las caracteristicas, tanto

reproductivas como productivas, competitivamente deseables.
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CAPITULO IX. CONCLUSION

1. Los parametros de calidad espermatica del conejo, son alterados por el proceso de

conservacion a temperatura de refrigeracion (5°C).

2. La tolerancia del semen de conejo a la conservacion en refrigeracion a una temperatura de
5°C hasta las 24 horas, medida en términos del mantenimiento de los parametros basicos de
calidad espermatica e integridad acrosomal, se encuentra influida por el tipo de diluyente

utilizado.

3. El diluyente elaborado con yema de huevo, presenta un mejor comportamiento protector a la
temperatura de refrigeracion, en relacion al mantenimiento de los parametros basicos de calidad
espermatica del conejo como lo es la movilidad, viabilidad espermatica y la morfologia normal

comparado con el diluyente elaborado con leche descremada.

4. Los diluyentes a base de yema de huevo y leche descremada, muestran un comportamiento
similar respecto al mantenimiento de la integridad acosomal del espermatozoide del conejo,

almacenado hasta las 24 horas, a temperatura de refrigeracion (5°C).

5. Los parametros reproductivos en las hembras inseminadas artificialmente con semen
refrigerado de conejo, muestra un comportamiento independiente respecto al tiempo de

conservacion y el tipo de diluyente utilizado.
6. Derivado de los resultados obtenidos en este trabajo, se aconseja la utilizacion de la yema de

huevo y la leche descremada como importantes componentes del diluyente de conservacion para

las dosis de semen de conejo a emplear en la inseminacion artificial.
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APENDICES

ANIMAL PARAMETROS DE CALIDAD

FECHA DE EXTRACCION ESTADO SANITARIO N° SEMENTAL ASPECTO COLOR VOLUMEN (ml) GEL

Apéndice 1. Formato de registro para evaluacion macroscépica del eyaculado.

MEDIO Y TIEMPO DE CONSERVACION PARAMETROS DE CALIDAD

N° SEMENTAL F.E M.C T.E M.M M.P % E.V % E.M % M.N % A. CABEZA | % A. CUELLO | % A.COLA

Apéndice 2. Formato de registro para evaluacion microscépica del eyaculado.

FE= Fecha de evaluacion. MC= Medio de conservaciéon. TE= Tiempo de evaluacion. MM= Movilidad masal. MP= Movilidad progresiva.
EV= Espermatozoides vivos. EM= Espermatozoides muertos. MN= Morfologia normal. A= Anormalidades
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ANIMALES

INSEMINACION ARTIFICIAL

INDUCCION A LA
OVULACION

N° JAULA

No

HEMBRA

ESTADO SANITARIO

FECH

MEDIO DE

CONSERVACION

TIEMPO DE CONSERVACION DOSIS

Apéndice 3. Formato de registro de control reproductivo — inseminaciones

ANIMALES

N° JAULA

N° HEMBRA

FECHA

TOTAL DE GAZAPOS NACIDOS

PESO DE LA CAMADA

Apéndice 4. Formato de control de pardmetros reproductivos en hembras inseminadas artificialmente
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