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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

La inseminacion artificial (IA) es una biotecnologia reproductiva que consiste en
la deposicion de semen en el aparato reproductor de la hembra, a través de
equipo instrumental, en el lugar y momento apropiado para la fecundacion
(Suarez, 2020).

El uso de la IA en conejos aplicada a granjas comerciales ofrece diferentes
ventajas: disminuye significativamente el nimero de machos en la unidad de
produccion, reduce los tiempos de servicios, utiliza semen valorado por su
calidad, mejora la planificacion de las actividades de las granjas, facilita el
manejo en bandas al reagrupar hembras en mismos estadios reproductivos,
permite lograr partos contemporaneos, favorece la mejora genética al
seleccionar machos superiores, reduce contagios de enfermedades vy
proporcionan las bases para la creacion de centros de procesamiento y
distribucion de dosis seminales de alta calidad por lo que constituye una
herramienta Util para incrementar la eficiencia econémica de las granjas
cunicolas (Alvarifio, 1993; Constantini, 1989; Cruz & Tiparra, 2017; Jimenez &
Vicente, 2023; Rodriguez-De Lara, 2002; Theau-Clément & Roustan, 1991;
Tomas & Huerta, 2016).

En México, la IA se ha utilizado desde hace ya varios afios y actualmente un
gran numero de granjas tecnificadas la utilizan, lo que ha contribuido a lograr un
mayor desarrollo en la produccion cunicola e incrementar la rentabilidad de esta
actividad (Gomez, Herrera, Ortiz, Segura, & Becerril, 2011; Rodriguez-De Lara
& Fallas, 1999).

En conejos, el semen una vez colectado mediante el uso de una vagina artificial
y valorado mediante procedimientos convencionales y/o softwares
especializados, aquellos ejemplares de buena calidad, son diluidos en medios
de conservacion apropiados para aumentar el volumen, mantener la viabilidad
espermatica y favorecer las condiciones Optimas para la fecundacion (Morrel,
1995; Trejo, Meza, Antonio, Cotera, & Antonio-Cisneros, 2013). Carpio (2015),

enfatiza que la utilizacién de diluyentes o extensores constituyen un aspecto
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clave en el éxito de la IA, y definen al diluyente como una solucién acuosa que
permite incrementar el volumen seminal, y mejorar la viabilidad y estabilidad
fisiologica de los espermatozoides hasta el momento de su utilizacion; ademas,
proporciona los nutrientes suficientes para su metabolismo y los protege de

agentes microbianos nocivos y variaciones en pH.

En conejos, el semen diluido en extensores en granja puede utilizarse como
semen fresco o refrigerado y experimentalmente congelado o liofilizado (Tomas
& Huerta, 2016). No obstante, el semen fresco diluido en medios de
conservacion adecuados y utilizado dentro de las primeras horas después de la
coleccion es el que aporta los mejores resultados de comportamiento
reproductivo comparado con refrigerado o congelado debido a la alta viabilidad

espermatica (Constantini, 1989; Rosato, Rebollar, & Laffaldano, 2006).

Las granjas tecnificadas que cuentan con sus propios machos y utilizan semen
fresco, realizan la IA a las pocas horas después de la coleccion de semen, para
lo cual, diluyen el semen en medios de conservacion especificos que pueden
ser aquellos comerciales empleados para refrigeracion o basados en soluciones
o buffers salinas fosfatadas (Alvarifio, 1993; Lavara, Mocé, Lavara, Viudes de
Castro, & Vicente. 2005; Rodriguez-De Lara & Fallas-Lépez, 1999). Algunos
estudios han demostrado que semen fresco de conejo diluido en medios
apropiados de conservacion y utilizado dentro de las 6 a 12 horas da resultados
de fertilidad similares a los obtenidos con monta natural (Alabiso, Bonanno,
Alicata, Leto, & Todaro, 1996).

Los diluyentes comerciales para semen de conejo con disponibilidad en el
mercado internacional son: Lepus® (Medi Chimica, Italia), M [lI® (Mini-TUB,
Alemania), Galap® (IVM Technologies, Francia), Cunigel® (IVM Technologies,
Francia), algunos espafoles como MRA-BIT® (KABUS S.A, Espafa) y IA-
873A® (INSERBO, Espafa) (Domingo, Olaciregui, Gonzalez, De Blas, & Gil
2019). Sin embargo, los productores en México que practican la IA estan a
expensas de adquirir diluyentes de importacién a altos costos para obtener

buenos resultados, razon por la cual se requiere desarrollar y validar diluyentes



locales eficaces de bajo costo que sin comprometer los parametros productivos-

reproductivos reduzcan los costos de inseminacion.

En el Capitulo 2 se presenta una revision de literatura, donde se describen
generalidades sobre fisiologia de la reproduccidon en conejos machos,
caracteristicas seminales, métodos de evaluacién seminal y diluyentes de

conservacion.

El Capitulo 3 se presenta el articulo cientifico derivado de la fase experimental

donde se discuten las caracteristicas espermaticas y potenciales reproductivos.
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CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

El conejo es un animal décil y de facil manejo, valioso para la alimentacion
humana por el alto valor nutritivo de su carne, se aprovechan su piel y pelo,
ademas de que constituye una especie que ha sido empleada como modelo
animal por su similitud con humanos en investigaciones sobre fisiologia
cardiovascular, produccién de anticuerpos y metabolismo de lipidos que han
contribuido a comprender mejor algunas enfermedades como la aterosclerosis y

la hipercolesterinemia (Nishijima et al., 2021).

2.1Fisiologia de la reproduccién del macho
Los testiculos son glandulas muy importantes en la reproduccion, tienen dos
funciones principales: una exocrina, que estd implicada en la produccion
espermética y otra endocrina, que se encarga de la produccion de esteroides,
gue es realizada por las células de Leydig, las cuales se sittan en el
compartimento intersticial, fuera de los tubulos seminiferos (Staub & Johnson,
2018). Por otra parte, los testiculos del conejo descienden al escroto antes de la
pubertad, que generalmente inicia a partir de los cinco meses. En el caso de
conejos de raza Nueva Zelanda Blanco, la mitosis de espermatogonias se
produce a los dos meses de edad, y la maduracion de los espermatozoides

entre 13 y 14 semanas posteriores (Mahmoud et al., 2020).

2.1.1. Espermatogénesis
La espermatogénesis es un proceso complejo pero ordenado (Park et al., 2022)
de multiplicacion y diferenciacion celular, cuyo fin es la produccion de
espermatozoides. La espermatogénesis se divide en: espermatocitogénesis,
meiosis 'y espermiogénesis (Staub & Johnson, 2018). Durante la
espermatogénesis, las células madre espermatogoniales producen
espermatogonias que se convertirAn en espermatocitos luego en espermatidas
y como producto final espermatozoides maduros (Ni, Hao & Yang, 2019). En
esta Ultima etapa la célula germinal masculina adquiere su forma final, luego de

una diferenciacibn celular. La espermatogénesis en el conejo dura
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aproximadamente 49 dias y se estima una produccion de espermatozoides de
entre 30 a 40 millones por gramo de testiculo al dia, presentando variaciones
entre razas y estaciones climaticas (Lavara, 2009). La espermatogenesis esta
regulada por el eje hipotalamo hipofisis gonadal y por secreciones de

testosterona de las células de Leydig (Samano, 2021).

Una vez que los espermatozoides son liberados del epitelio seminifero, deberan
viajar a través de los ductos eferentes hasta el epididimo. Sin embargo, hasta
este momento, los espermatozoides no son capaces de fertilizar al ovocito, por
lo que necesitan completar los posteriores cambios estructurales, fisioldgicos y
bioguimicos durante su paso por el tabulo epididimario para adquirir esta
capacidad (Samano, 2021).

2.1.2. Semen y caracteristicas seminales
Se considera que el eyaculado de los conejos es bifasico, es decir, se
compone de dos fracciones, una de ellas es de aspecto trasltcido, que contiene
gotas de grasa, a la que le denomina tapon mucoso o gel y que es necesario
retirar antes de la evaluacion seminal, porque aglutina a los espermatozoides.
La otra fraccion se compone del liquido seminal y espermatozoides (Alvarifio,
1993).

En el conejo el semen es un liquido de aspecto blanquecino y traslicido que
contiene sustancias organicas e inorganicas. Entre las organicas se
encuentran: inositol, fosfolipidos, prostaglandinas, proteinas, fructosa (0.4-4
mg/ml) acido citrico (0.5-6 mg/ml), mismos que juegan un rol importante en el
mantenimiento de la presién osmotica, control de pH, ademas de que son
fundamentales en la regulacion del metabolismo, sobrevivencia y transporte de
los espermatozoides en el tracto reproductivo de la hembra (Castellini et al.,
2022). Por su parte, los elementos inorganicos del semen estan constituidos por
sodio, potasio y cloro los cuales funcionan como agentes protectores y nutren a

los espermatozoides.



2.1.3 Volumen
Puede presentar variaciones entre razas, estacion del afio, edad de los
sementales, sistema de crianza y alimentacion. El volumen deseable sera entre
0.1 a 1.4 mL (Ferrian, 2007).

2.1.4 pH
El rango deseable es de 6.8 a 7.3, por lo que valores distintos a estos serian de

un semen de baja calidad (Arzate, 2019).

2.1.5. Concentracion espermatica
Esta variable hace referencia a la cantidad de espermatozoides que hay en un
mililitro de semen. Algunos autores (Arzate, 2019; Ferrian, 2007) reportaron que
este valor puede variar entre 280 y hasta 1050 millones espermatozoides por
mL, mientras que Hernandez (2016) reporta que puede variar de 50 y hasta 500

millones de espermatozoides por mL.

2.2 Métodos de evaluacidén espermética
Los sistemas de andlisis de semen computarizados han evolucionado desde
hace mas de 40 afios y surgen por el interés de conocer el movimiento y forma
espermatica para evaluar de forma automatica, pronta y precisa estas muestras
biologicas, reduciendo con ello las estimaciones visuales subjetivas
tradicionales (Van de Hoek, Rickard, & De Graaf, 2022).

La motilidad de los espermatozoides es un parametro fundamental en la
evaluacion de la calidad espermatica. La baja motilidad se asocia a tasas de
fertilizacion deficientes (Van de Hoek et al., 2022) definieron la motilidad
espermatica como la propagacion de ondas de forma transversal a travées del
flagelo, desde luego que esto produce un estimulo que impulsa al

espermatozoide de manera progresiva por el tracto reproductivo femenino.

Por otro lado, el acronimo CASA, se refiere al analisis de espermatozoides,
asistido por computadora (Amann & Waberski, 2014), y consiste en un sistema
(hardware y software) que de forma automatizada permite visualizar, y procesar
informacion para obtener datos objetivos sobre la cinematica de los

espermatozoides (Amann & Katz, 2004).



El sistema de evaluacion seminal CASA captura fotogramas, mismos que se
digitalizan para identificar las trayectorias y se procesan matematicamente, lo
gue permite obtener datos numeéricos que se relacionan con parametros que
indican el movimiento preciso de cada espermatozoide (Kfizkova, Coudkova, &
Marsalek, 2017). Debido a esto, el sistema CASA, proporciona una evaluacion
objetiva de la motilidad espermatica y ademas considera varios parametros de
motilidad adicional como la velocidad curvilinea, la velocidad promedio de la
trayectoria y la frecuencia cruzada de batido. Ademas, el sistema CASA resulta
fundamental para obtener datos importantes sobre la calidad espermatica y
para estudiar los efectos de cambios en caracteristicas del movimiento de los
espermatozoides in vitro posibilitando la proyeccion de estas variables in vivo.

Otros aspectos deseables de evaluacion son por ejemplo la integridad
acrosomal, la cual es importante para la penetracién de los espermatozoides a
través de la zona pellcida durante la fecundacion, asi como la morfologia de los
espermatozoides debido a se ha estudiado que existe una correlacion entre las
anormalidades espermaticas y la disminucién de la fertilidad (Lavara, Mocé,
Lavara, Viudes de Castro, & Vicente, 2005).

2.3Diluyentes
Un diluyente es un medio protector que determina la eficiencia de los
programas de inseminacion artificial, criopreservacion o manejo seminal.
Actualmente existen diluyentes naturales y diluyentes comerciales, la mayoria
de los centros de IA emplean diluyentes comerciales, debido a su practicidad y

eficacia la cual es mayor (Abdel-Aziz et al., 2019).

Los diluyentes actuales han ido mejorando gracias a la necesidad de conservar
la supervivencia espermatica, y se han superado muchos obstaculos, por
ejemplo: dafos a la membrana espermatica, choques térmicos, toxicidad de los
reactivos, cambios de pH y las fuentes alternas de energia para los
espermatozoides, actualmente muchos diluyentes incluyen en su composicién
elementos de origen animal, por ejemplo: leche descremada, yema de huevo o

de origen vegetal como lecitina de soya, debido a que protegen como



sustancias no penetrantes, aunque éstos se utilizan preferentemente en los

métodos de criopreservacion (Bustani & Baiee, 2021).

Otros ingredientes que constituyen los diluyentes como fuente de energia, son
azucares como glucosa y fructosa, que son las principales fuentes energéticas
(Bustani & Baiee, 2021). Ademas, contienen un agente tamponado como el
Tris (hidroximetil) aminometano, que ayuda a mantener el pH estable (Kamal,
Alam, Islam, Gofur, & Kabir, 2022). A los diluyentes también se les agregan
antibioticos, como estreptomicina, penicilina, y gentamicina, para contender con
la contaminacién bacteriana. Otro ingrediente importante es el &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como quelante de calcio (Keshtgar,
Iravanpour, Gharesi-Fard, & Kazerooni, 2016). Allai, Benmoula, Marciane da
Silva, Nasser y ElI Amiri (2018) sostienen que la adicién de gelatina a los
diluyentes de semen para carnero al 0.5 %, aumenta la densidad (gelificacion) y
mejora la calidad del semen, la supervivencia y capacidad de penetracion de los
espermatozoides in vitro comparandolo con el diluyente liquido de densidad
normal. Este mismo autor, argumenta que la inclusion de gelatina evita que los
espermatozoides se sedimenten en el fondo de la muestra, permitiendo que
estos se distribuyan de manera uniforme, minimizando los efectos dafinos del
pH y productos metabdlicos toxicos. Por su parte, Nagy, Sinkovics y Kovacs
(2002) observaron que la adicién de un gramo de gelatina al semen de conejo
mejora significativamente los porcentajes de espermatozoides con acrosoma
intacto, después del almacenamiento a corto plazo, y sugirieron que la gelatina
evita que los espermatozoides se sedimentaran, ademas de que el pH de los
espermatozoides se mantiene mas bajo en las zonas de sedimentacion en
donde puede haber productos metabdlicos toxicos. Se ha demostrado que, en
semen de conejo y carnero, la adicion de gelatina protege la viabilidad de
espermatozoides durante periodos de almacenamiento prolongado (Gheller et
al., 2018).
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CAPITULO 3. INFLUENCIA DE DOS DILUYENTES DE
CORTA DURACION EN LA CALIDAD ESPERMATICA Y
EFICIENCIA REPRODUCTIVA EN CONEJAS

Resumen

El objetivo fue evaluar la calidad espermatica de conjugados seminales de
conejos Nueva Zelanda Blanco (NZB) y California (CA) a las horas 0, 1y 2 de
conservacion, en respuesta a diluciones con una solucion buffer salina
fosfatada estandar adicionada con gel (SBSF+ Gel), y la misma férmula, pero
enriquecida (SBSFe + Gel). Se conformaron cuatro tratamientos experimentales
como sigue: 1) semen de NZB diluido en SBSFe + Gel; 2) semen de NZB
diluido en SBSF + Gel; 3) semen de CA diluido en SBSFe + Gel; y 4) semen de
CA diluido en SBSF + Gel. El disefio experimental fue completamente al azar
con cuatro tratamientos y ocho repeticiones por tratamiento, donde la unidad
experimental fue una gradilla. Una gradilla estuvo constituida de dos tubos de
dilucion. El nimero de muestras evaluadas fue 125. La dilucion de conjugados
con SBSF + Gel comparados con SBSFe + Gel, mejoraron (p<0.001) la calidad
espermatica como resultado de -32.9% de espermas estaticos, e incrementos
en motilidad total (+3.1 %), motilidad progresiva (+27.4 %), velocidad rectilinea
(VSL; +6.4%), indice de linealidad (LIN; +18.9 %), espermas vivos normales
motiles progresivos (EVNMP) y numero de dosis para inseminacion artificial
(+24.5 %). Los conjugados diluidos de NZB comparados con CA, mejoraron
(p<0.0001) la calidad espermatica como resultado de -55.8 % espermas
estéaticos, e incrementos en normalidad morfolégica (+1.6 %), motilidad total
(+4.9%), motilidad progresiva (+48.1 %), VSL (+22.4), LIN (+19.7 %), EVNMP y
dosis (+45.4 %). Se encontr6 un efecto de interaccién (p<0.02) tipo de
diluyente*raza para osmolaridad, espermas estaticos, y motilidad total y
progresiva. La hora de conservacion afecté (p<0.005) ocho de las variables de
estudio, en donde la calidad espermética disminuyd con el tiempo. Los efectos
de tipo de diluyente y hora de conservacion en la fertilidad y prolificidad de
conejos NZB son discutidos. Las diferencias en presiones osméticas de los
diluyentes probados explican los cambios en la calidad espermatica entre
diluyentes.

Palabras clave: conjugado seminal, conservacion, raza, inseminacion artificial,

conejos.

1Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacién Ganadera, Posgrado en Produccion Animal, Universidad
Auténoma Chapingo

Autor: Vicente De La Cruz Cruz

Director: Raymundo Rodriguez De Lara
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ABSTRACT

INFLUENCE OF TWO SHORT-TERM EXTENDERS ON SPERM QUALITY
AND REPRODUCTIVE EFFICIENCY IN RABBITS?

The objective was to evaluate the sperm quality of seminal conjugates from New
Zealand White (NZB) and California (CA) rabbits at 0, 1, and 2 hours of
conservation in response to dilutions with a standard phosphate buffered saline
solution added with Gel (SBSF+ Gel) and the same formula but enriched
(SBSFe + Gel). Four experimental treatments were set up as follows: 1) NZB
semen diluted in SBSFe + Gel; 2) NZB semen diluted in SBSF + Gel; 3) CA
semen diluted in SBSFe + Gel; and 4) CA semen diluted in SBSF + Gel. The
experimental design was completely randomized, with four treatments and eight
replicates per treatment, where the experimental unit was a rack. One rack
consisted of two dilution or preservation tubes. The number of samples
evaluated was 125. The dilution of conjugates with SBSF + Gel compared to
SBSFe + Gel improved (p<0.001) the sperm quality because of -32.9% static
sperm, and increases in total motility (+3.1%), progressive motility (+27.4%),
rectilinear velocity (VSL) (+6.4%), linearity index (LIN) (+18.9%), progressive
motile normal live sperm (EVNMP) and the number of doses for artificial
insemination (+24.5%). Diluted NZB conjugates compared with CA, improved
(p<0.0001) sperm quality as the result of -55.8% static sperm, and increases in
normality morphological (+1.6%), total motility (+4.9%), progressive motility
(+48.1%), VSL (+22.4), LIN (+19.7%), EVNMP and dose (+45.4%). An
interaction effect (p<0.02) diluent type*breed was found for osmolarity, static
sperm, and total and progressive motility. Time of storage affected (p<0.005)
eight of the study variables where sperm quality decreased with time. The
effects of diluent type and time of storage on fertility and prolificacy in NZB
rabbits were determined. Differences in the osmotic pressures of the tested
extenders explain the changes in sperm among extenders.

Keywords: seminal conjugate, conservation, breed, artificial insemination,
rabbits.

1 Master of Science Thesis in Livestock Innovation, Graduate Program in Animal Production,
Universidad Autbnoma Chapingo

Author: Vicente De La Cruz Cruz

Advisor: Raymundo Rodriguez De Lara
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3.1. Introduccidn

Uno de los factores que afecta el éxito en programas de inseminacion artificial
en conejos y otras especies, concierne al manejo de tecnologias de
conservacion y dilucion del semen (Soliman & El-Sabrout, 2020), incluso se ha
observado que los factores relacionados a las temperaturas, concentraciones
de solutos y composiciones quimicas de los diluyentes, afectan la calidad de los
espermatozoides y su sobrevivencia durante el proceso de conservacion
(Rizkallah, Chambers, de Graaf, & Rickard, 2022). El procesamiento de células
esperméticas utilizando diluyentes adecuados constituye un punto clave para
obtener niveles de fertilidad elevados (Mara et al., 2007).

El semen fresco de conejo diluido en medios de conservacion adecuados y
utilizado dentro de las primeras horas después de la coleccion, es el que aporta
los mejores resultados de comportamiento reproductivo comparado con
métodos de refrigeracion o congelamiento, debido a la alta viabilidad
espermatica (Constantini, 1989; Rosato, Rebollar, & Laffaldano, 2006). Las
granjas tecnificadas que cuentan con sus propios machos y utilizan semen
fresco, realizan la inseminacion artificial (IA) a las pocas horas después de la
coleccion de semen. Para su uso requiere la dilucion del semen en medios de
conservacion especificos, que pueden ser aquellos comerciales empleados
para refrigeracion o basados en soluciones o buffers salinas fosfatadas
(Alvarifio, 1993; Lavara, Mocé, Lavara, Viudes de Castro, & Vicente, 2005;

Rodriguez-De Lara & Fallas-Lépez, 1999).

El uso de soluciones buffers salinas fosfatadas disponibles en el mercado
internacional como diluyentes para la conservacion de semen de conejo en
fresco no estd muy generalizado, pero en varios estudios se han reportado
resultados satisfactorios de eficiencia reproductiva cuando el semen es diluido
en este medio a 32 °C, y utilizado dentro de la primera hora después de la
coleccion del semen (Rodriguez-De Lara, 1996; Rodriguez-De Lara & Fallas-
Lopez, 1999; Rodriguez-De Lara et al., 2007). Sin embargo, los costos de estos
diluyentes de importacion son altos. Por ejemplo, los precios actuales de

algunos diluyentes comerciales (Cunigel y Galap) en la presentacion de un litro
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son $4,159 y $3,241 respectivamente, si se adquieren en ARBiotech en
Sinaloa, México. En “Conejos” Centro de Investigacion Cientifica del Estado de
México A.C. (COCICEMAC), desde hace varios afios se han desarrollado
diferentes medios de conservacion de corta duracion y bajo costo para uso en
IA en nuestro pais, basados en soluciones buffers salinas fosfatadas que varian
en sus concentraciones de solutos (Velasco & Tello, 2019), pero que requieren

ser validados.

El objetivo del presente estudio fue evaluar in vitro la calidad espermatica de
conejos Nueva Zelanda Blanco y California a las horas 0, 1 y 2 de conservaciéon
a 32 °C, en respuesta a dos diluyentes de corta duracion desarrollados
localmente para uso como semen fresco de conejo. Ademas, se consideré
evaluar los efectos del tipo de diluyente y tiempos de conservacion en la

fertilidad y prolificidad de conejas inseminadas artificialmente.

3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Localizacion
El estudio se realiz6 de marzo a octubre de 2022, en las instalaciones de
“Conejos” Centro de Investigacion Cientifica del Estado de México A.C.
(COCICEMAC), ubicado en San Miguel Coatlinchan, Estado de México, con
coordenadas 19’ 27” N, 98’ 53” O y 2220 msnm; temperatura media anual de

15.9 °C y precipitacién media anual de 645 mm.

3.2.2 Protocolos y disefios experimentales
El proyecto se dividio en dos fases. En la primera, se realizaron estudios de
laboratorio in vitro, en los cuales se evaluaron dos diluyentes de prueba de
corta duracion, para semen fresco de conejo. En la segunda fase se efectuaron
pruebas de campo, inseminando artificialmente conejas con semen conservado
en los dos diluyentes. La primera fase tuvo una duracion de tres meses; se
realizaron 16 sesiones de colecta, de las cuales ocho correspondieron a
conejos Nueva Zelanda Blanco (NZB) y ocho para California (CA), haciéndose
de forma alterna. En cada sesion y para cada raza, en un dia de trabajo, se

colecté semen de la primera y segunda eyaculacion de varios machos (seis a
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diez) hasta completar 10 mL, se seleccionaron por su motilidad total subjetiva
por mayor de 75 %. De este conjugado seminal heterospermético se utilizaron 8
mL, los cuales fueron afiadidos aleatoriamente en cantidades iguales a cuatro
tubos de dilucidén o conservacion conteniendo 2 mL de los diluyentes de prueba.
Dos con una solucion buffer salina fosfatada enriquecida adicionada con gel
(SBSFe + Gel) y dos con una solucion buffer salina fosfatada estandar + gel o
control (SBSF + Gel). Bajo este protocolo se conformaron cuatro tratamientos
experimentales como sigue: 1) semen de conejos NZB diluido en SBSFe + Gel,
2) semen de conejos NZB diluido en SBSF + Gel; 3) semen de conejo CA
diluido en SBSFe + Gel; y 4) semen de conejo CA diluido en SBSF + Gel. El
disefio experimental fue completamente al azar con cuatro tratamientos y ocho
repeticiones por tratamiento, donde la unidad experimental fue una gradilla, que
se constituyd por dos tubos de dilucion o de conservacién. Al final, el nimero
total de tubos o muestras fue 125. Todas las muestras seminales ya diluidas
para las dos razas en los dos medios se evaluaron para determinar cambios en
la osmolaridad, la calidad espermética y el potencial reproductivo alas 0, 1y 2
horas de conservacion, utilizando un osmdémetro y el sistema de andlisis de

semen computarizado (CASA, Apéndices 1y 2).

Para la fase de campo, se utilizaron 40 conejas Nueva Zelanda Blanco no
lactantes con uno a tres partos en su historial reproductivo; las conejas fueron
pesadas individualmente para formar cuatro grupos homogéneos de 10 conejas
cada uno. Estos grupos de conejas se asignaron aleatoriamente a uno de
cuatro tratamientos experimentales como sigue: 1) inseminacion artificial
inmediatamente después de la dilucién (hora 0) con semen diluido en solucion
SBSFe + Gel; 2) inseminacién a las 3 horas de conservacion con SBSFe + Gel,
3) inseminacion a la hora 0 de conservacion con SBSF + Gel; y 4) inseminacion
a las 3 horas de conservacion con SBSF + Gel. El disefio experimental fue
completamente al azar con cuatro tratamientos, 10 repeticiones por tratamiento
y la unidad experimental fue una coneja. Previo a la inseminacion artificial se
estimo, con apoyo del sistema CASA, el numero de espermatozoides vivos

normales progresivos motiles en 4.0 mL de conjugado seminal diluido a las

19



horas 0 y 3 para calcular la concentracion en 0.8 mL de dosis seminal por
coneja. Para esta fase de campo, las inseminaciones se completaron en dos

sesiones y se evalud la informacion de un parto.

3.2.3 Medio ambiente e instalaciones
Los conejos, tanto hembras como machos, se alojaron en modulos con
ambiente natural provisto de aislamiento térmico en el techo y las paredes. Los
sementales se mantuvieron en jaulas metéalicas galvanizadas individuales de 45
x 60 x 40 cm en un sistema flat-deck o en linea, mientras que las dimensiones
de las jaulas individuales tipo americano para reproductoras fueron de 90 x 60 x
40 cm. Cada jaula fue provista de un comedero de tolva tipo inglés con una

capacidad de 1.5 kg y un bebedero automatico tipo tetina.

3.2.4 Nutricién y alimentacion
Se proporciond un alimento comercial en pellets, para machos y hembras
(Tepexpan®; Conejo Reproductor) con 17.4 % de proteina cruda, 5.3 % de
grasa, 15.0 % de fibra cruda, 8.0 % de cenizas, 44.2 % de extracto libre de
nitrégeno, 1.2 % calcio, 0.7 % fésforo, 2608 kcal de energia digestible kg? vy
10.1 % de humedad. Los sementales durante las dos fases experimentales
fueron restringidos a razén de 150 g dia' de alimento. Las conejas
reproductoras a partir de la inseminacion hasta el dia de la palpacién recibieron
el alimento de forma restringida a 150 g dia?, mientras que las gestantes

recibieron el alimento ad-libitum.

3.2.5 Manejo sanitario
Antes del inicio de las fases experimentales, las jaulas fueron flameadas,
lavadas y desinfectadas con sales cuaternarias de amonio (Bactosan Espray;
Quimica pH). Tanto los machos como las hembras, previo al inicio de los
experimentos se desparasitaron y trataron para enfermedades respiratorias y
digestivas. En el primer dia los conejos se desparasitaron con 0.1 mL de
Ivermectina de amplio espectro, inyectada subcutaneamente (Econovet), y para
el segundo dia y durante 5 dias se les administré en el agua de bebida 75 mg

kg de peso vivo de Diametoprim (Sanfer), cuyo contenido del producto es de 8
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mg de sulfamonometoxina sédica y 1.6 mg de trimetoprim. A partir del sexto dia
se les suministré 1 g L de agua de Vitafort A (Parfarm) durante tres dias como

reconstituyente.

3.2.6 Preparacion de diluyentes de prueba
La solucion buffer salina fosfatada estandar adicionada con gel (SBSF + Gel) se
prepard afiadiendo a un matraz con 1000 mL de agua inyectable PISA®, 8.0 g
Lt de cloruro de sodio, 0.2 g L de cloruro de potasio, 1.15 g L de fosfato
bisdédico y 0.2 g L de fosfato mono potasico a 1000 mL. Esta solucién se
calenté a 115 °C durante 15 minutos para su esterilizacion y eliminacion de
impurezas, empleando una olla exprés. Posteriormente, a esta solucion aun
caliente, se le afiadieron 16.0 g de grenetina comercial en polvo incolora e
insabora y se disolvié con el uso de un vortex. A esta solucion se le afiadieron
cantidades variables de sulfato de estreptomicina y bencilpenicilina procainica.
Una vez completado este procedimiento, la solucién se ajusté a un pH de 7.4
con hidroxido de sodio (1 M) empleando un potenciémetro portatil Modelo pH10
(Conductronic S. A., México). Una vez preparados los diluyentes, se
conservaron en refrigeracion en tubos para centrifugacion Falcon a 5 °C. Para

Su uso, los tubos se colocaron en bafio Maria a 32 °C para su desgelificacion.

La solucién buffer salina fosfatada enriquecida (SBSFe + Gel) se preparo de la
misma forma que la SBSF + Gel estandar en 1000 mL de agua inyectable, pero
se le afadieron cantidades variables de glucosa, fructosa, tris-
hidroximetilaminometano (TRIS) y acido etildiaminotetraacético (EDTA), y la
misma cantidad de grenetina que la SBSF estandar. Una vez de preparada esta
solucién, se adicionaron las mismas cantidades variables de sulfato de
estreptomicina y bencilpenicilina procainica adicionadas en la SBSF estandar.

El medio también se ajusté a un pH de 7.4 con hidroxido de sodio 1 M.

3.2.7 Protocolo de coleccion y analisis de semen
Las colecciones de semen se realizaron los lunes y jueves de cada semana
comenzando a las 8:00 am. En cada dia de trabajo, se colectd el semen del

primer y segundo eyaculado de 6 a 10 conejos, para lo cual se utilizé una
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vagina artificial de tipo inglés de acuerdo con el método de Walton (1945),
conteniendo en su interior agua a 45 °C. Para la extracciéon seminal se utilizé
una coneja de apoyo. Las muestras seminales se mantuvieron en bafio Maria a
32 °C para su conservacion y evaluacion. El volumen se midié6 una vez
removido el gel, empleando tubos colectores graduados de 0.2 hasta 1 mL.
Para cada sesion y raza, se seleccionaron las muestras de semen de varios
machos (seis a diez) con volumenes mayores a 0.2 mL y con motilidades
espermaticas subjetivas totales superiores del 75 %. Los eyaculados
seleccionados se mezclaron en tubos pirex graduados para obtener muestras
heterospermaticas hasta alcanzar 10 mL de semen en cada sesién de trabajo y
raza para las pruebas de laboratorio in vitro. Con esta cantidad de semen
colectado de varios machos, a cada tubo de dilucion con 2.0 mL de medio de
conservacion, ya sea SBSFe + Gel o SBSF + Gel, se le adicion6 2.0 mL del

conjugado seminal.

Para las pruebas de calidad seminal a las 0, 1 y 2 horas, cada una de las
muestras se diluyeron en una proporcion 1:5, se tomo una alicuota de 50 pL del
semen diluido y se mezclé con 250 uL de solucién buffer salina fosfatada
(Dulbecco A; Oxoid Inc., UK). La dilucién se adecu6 en el caso de que la
concentracion espermatica fuera muy baja o alta, para asi cumplir con los
estandares del sistema de evaluacion digital de semen CASA. Para continuar
con el procedimiento de evaluacion, se realizé una segunda dilucién con una
tincion Viadent (Hoechst 33258) 1:1, para lo cual se tomaron 100 uL de la
dilucién anterior y se coloco junto con 100 uL de Viadent. La tincion Viadent
contiene bisBenzimida Triclorhidrato y utiliza luz fluorescente la cual permite
determinar el numero de células no viables, ya que soélo se tifien las células que
no tienen las membranas intactas. Posteriormente, se tomo6 una alicuota (+ 3
ML) de la ultima dilucion y se sometid al sistema de analisis de semen
computarizado (CASA IVOS 1l, v 1.7, Hamilton Thorne Research, Beverly, MA)
para la evaluacién espermatica. Para dicho analisis, las muestras se incubaron
por 2 min a 37 °C dentro del IVOS Il en una Leja (porta objeto de profundidad
fija desechable) de 20 micrones de profundidad. Para determinar las
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osmolaridades de los conjugados seminales a las horas 0, 1 y 2 post-dilucion,
se tomaron 50 pL de semen y diluido en una solucién buffer salina fosfatada
(Fallas, 2016) y sometida a prueba utilizando el equipo Osmomat 3000
(Genotec GmbH).

3.2.8 Bioestimulo y procedimientos de inseminacion artificial en
pruebas de campo

Para la fase de campo y previo a la inseminacion artificial, las conejas se
cambiaron de lugar y jaula durante ocho horas como bioestimulo para
sincronizar estros. La inseminacion artificial se desarrollo de acuerdo con la
metodologia descrita por Rodriguez-De Lara (1996), en la cual se sujet6 a la
coneja en posicidén supina y se introdujo una pipeta de pyrex tipo inglés a través
de la vagina a 6 cm de profundidad. La dosis seminal heterospermatica para
cada coneja fue de 0.8 mL. Las conejas utilizadas, se inseminaron alas 0y 3
horas de conservacion siguiendo el protocolo experimental. Inmediatamente
después de que se completaron las inseminaciones, las conejas se indujeron a
la ovulacion administrando en el muasculo biceps-femoral 20 pg de

Gonadorelina (Fertagil, Intervet).

3.2.9 Variables de respuesta

Fase de laboratorio

Las variables de respuesta que se evaluaron a las horas 0, 1, y 2 de
conservacion del conjugado heterospermético seminal para los dos diluyentes
de prueba fueron: osmolaridad (mOsmol/kg™?), concentracién espermatica por
mL (x10°), viabilidad (%), normalidad (%), inmovilidad (%), motilidad total (%),
motilidad progresiva (%); VSL: velocidad rectilinea (um/s) y LIN: indice de
linealidad (%). Para estas ultimas determinaciones se contaron al menos 400
espermatozoides por muestra de cada tubo de dilucion. Con base a esta
informacion, se calculo el numero de espermatozoides vivos normales
progresivos maétiles por volumen de conjugado seminal y dosis potenciales para

uso en inseminacion artificial.

Fase de campo
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Para esta fase se evalud la tasa de receptividad sexual, tasa de parto y el
namero de gazapos nacidos totales y vivos por camada.

3.2.10. Anélisis estadisticos
Para las pruebas de laboratorio in vitro, las osmolaridades, caracteristicas de
los espermatozoides y potenciales reproductivos, se sometieron a un andlisis de

varianza en el que se considero el siguiente modelo aditivo lineal:

donde YijkI es la variable respuesta; [ es la media general; R. es el efecto fijo de
la i-ésima raza (i = NZB, CA); Dj es el efecto fijo del j-ésimo diluyente (j = SBSF_
+ Gel, SBSF + Gel); T, es el efecto fijo del k-esimo tiempo de conservacion (O,
1, 2 horas); (R*D)ij es la interaccion entre raza y tipo de diluyente; (R*T), es la
interaccidn entre raza y tiempo de conservacion; (D*T)jk es la interacciéon entre
tipo de diluyente y tiempo de conservacion; b, es el coeficiente de regresion
lineal de la covariable orden de sesion; b, es el coeficiente de regresion lineal
de la covariable concentracidbn espermatica total por volumen del conjugado
seminal; y €1 ©S el residual ~NI(0,JZE).

Para la prueba de campo, la tasa de receptividad y la tasa de partos fueron
consideradas como variables de Bernoulli (variable 0, 1). La tasa de
receptividad, la tasa de partos y los tamafios de camada al parto se sometieron

a un analisis de varianza en el que se considerd el siguiente modelo aditivo

lineal:

Vi =p+Di+T;+(D+T)y+ by (Xiji — X) +ba(Xijx — X) + €iji
donde Yijk es la variable respuesta; u es la media general; D.es el efecto fijo del
i-€simo tipo de diluyente (i = SBSF_ + Gel, SBSF + Gel ); Tjes el efecto fijo del j-
ésimo tiempo de conservacion (j = 0, 3 horas); (D*T),-,- es la interaccion entre el

tipo de diluyente y tiempo de conservacion; b, es el coeficiente de regresion
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lineal de la covariable orden de parto de la coneja; b2 es el coeficiente de

regresion lineal de la covariable peso de la coneja al momento de la

inseminacion artificial y € ©8 el residual ~NI(0,o ).

Las variables en porcentajes de las pruebas in vitro de laboratorio se
transformaron utilizando arco seno y las concentraciones espermaticas
mediante log 10. Todos los andlisis de varianza se realizaron con los datos
originales y transformados. Las covariables no significativas (p>0.05) se
eliminaron del modelo y si fue el caso, la informacion se analizé6 nuevamente.
Las variables de respuesta en las pruebas de laboratorio se analizaron
mediante cuadrados medios minimos utilizando el procedimiento PROC GLM
de SAS (SAS, 2016). Para las variables de comportamiento reproductivo se
analizaron mediante GLM de SAS. Las comparaciones de medias se realizaron
utilizando la prueba de Tukey. Coeficientes de correlacion de Pearson fueron
calculados por PROC CORR de SAS.

3.3Resultados

3.3.1. Fase de laboratorio estudios in vitro

Se analizaron un total de 125 muestras para la evaluacion de las diferentes
variables de estudio. En el Cuadro 1 se presentan las estadisticas descriptivas
para osmolaridad, concentraciébn espermatica por mL, inmovilidad, viabilidad,
normalidad, motricidad, velocidad, la progresion espermatica y el potencial
reproductivo en estudios in vitro. Los coeficientes de variacion mas bajos
correspondieron a los porcentajes de espermatozoides viables y normales,
mientras que los mas altos correspondieron a los porcentajes de espermas
estaticos, numero de espermatozoides vivos normales maétiles progresivos por

volumen de conjugado seminal y dosis para inseminacion artificial (1A).

La covariable orden de sesion fue significativa (p<0.05) en 3 de las 10 variables
analizadas. Las variables influenciadas por esta covariable fueron ajustadas a
una sesion estandar de 5.9. La concentracion espermatica por mL, como
covariable, mostro influir (p<0.05) en cinco de las variables de estudio, por lo

que fueron ajustadas a una concentracién estandar de 753.5 x 106.
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Cuadro 1. Estadisticos descriptivos y coeficientes de variacion para
osmolaridad, calidad espermatica y potencial reproductivo en conjugados
seminales de conejos.

Variable N Min Max Media DE cv
Osmolaridad (mOsmol/kg™) 125 222.0 407.0 293.6 44.1 15.0
Concentracion espermatica/mL (x 10°) 125 161.0 1842.8 757.0 316.5 41.8
Espermatozoides estaticos (%) 125 23 34.4 10.0 0.2 62.1
Espermatozoides viables (%) 125 90.3 100.0 96.2 1.7 1.7
Espermatozoides normales (%) 125 88.6 98.9 95.6 21 2.1
Motilidad total (%) 125 65.6 97.7 90.0 6.2 6.9
Motilidad progresiva (%) 125 6.9 72.8 45.7 14.0 30.5
VSL (um/s) 125 203 97.4 68.2 10.6 15.5
LIN (%) 125 24.4 58.3 43.2 7.0 16.2
EVNMP (x 10°) 125 82.5 1876.0 633.0 334.5 52.8
Numero de dosis potenciales para IA* 125 4.1 93.8 31.7 16.7 52.8

DE= Desviacion estandar; CV= Coeficiente de variacion (%); VSL: Velocidad rectilinea; LIN: indice de
linealidad; EVNMP: Espermatozoides vivos normales motiles progresivos por volumen de conjugado
f?rgz:\]l{;lzll;Iada para una concentracion de 20 x 10° de espermatozoides en 0.8 mL de diluyente.

El efecto de raza, tipo de diluyente y tiempos de conservacion en la
osmolaridad, normalidad, viabilidad, movilidad, cinética espermatica y potencial
reproductivo son mostrados en el Cuadro 2. La viabilidad espermética en
diluciones con solucién SPSFe + Gel fue mayor (p=0.0004) que SBSF + Gel. No
obstante, el porcentaje de espermatozoides normales no fue influenciado
(p>0.05) por el tipo de diluyente. Este factor mostré afectar la osmolaridad
(p=0.0001), los porcentajes de espermatozoides vivos (p=0.0004), estaticos
(p=0.0005), matiles totales (p=0.004) y progresivos motiles (p=0.0001), la
velocidad rectilinea (VSL; p=0.001), el indice de linealidad (LIN; p=0.0001), la
concentracion de espermatozoides vivos normales progresivos motiles
(EVNMP) por volumen de conjugado seminal (p=0.0001), y el nimero de dosis

potenciales para IA (p=0.0001).
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Cuadro 2. Medias de cuadrados minimos (x error estandar) para los efectos de raza, tipo de diluyente y tiempo de
conservacion en la osmolaridad, calidad espermatica y potencial reproductivo en conjugados seminales de conejo.

Variable Raza Diluyente Hora
Valor-P Valor-P Valor-P
NZB CA SPSFe + G SBSF + G 0 1 2
(n =56) (n=69) (n=59) (n =66) (n=41) (n=42) (n=42)

Osmolaridad 286.7 + 4.6° 301.8+4. 1a 0.019 319.8+4. 42 268.7 £ 4.2° 0.0001 293.8+5.2 292.3+5.3 296.7£5.3 0.834
(mOsmol/kg?) °

Estéaticos (%) * 7.7+0.7° 12.0+0.72 0.0001 11.3+0.72 8.5+0.6° 0.0004 8.7+0.92 8.8+0.8° 12.2+0.82 0.005
Viabilidad (%) °* 96.0+0.2 96.4+0.2 0.151 96.7+0.2% 95.7+0.2° 0.0004 96.3+0.2 96.2+0.2 96.1+0.2 0.860
Normalidad (%) 96.4+0.2% 94.9+0.2° 0.0001 95.7+0.2 95.7+0.2 0.885 94.7 £0.3° 96.1+0.3% 96.2+0.3% 0.0004
Motilidad total (%) * 92.3+0.72 88.0+0.6° 0.0001 88.7+0.7° 91.5+0.6% 0.004 91.3+0.9% 91.2+0.8% 87.8+0.8° 0.005
Motilidad progresiva (%) 55.4+1.0% 37.4+0.9° 0.0001 40.8+1.0 52.0+1.0 0.0001 50.7+1.22 48.6+1.2% 39.9+1.2° 0.0001
VSL (um/s) 75.8+1.02 61.9+0.92 0.0001 66.7+1.0° 71.0+0.92 0.001 67.5+1.1° 72.4+1.12 66.7+1.1° 0.0001
LIN (%) ° 47.4+0.52 39.6+0.5° 0.0001 39.7+0.5° 47.2+0.52 0.0001 46.2+0.62 43.8+0.6° 40.4+0.6° 0.0001
EVNMP (x 10°) * 761.5+£16.32 523.4+14.6 0.0001 572.3+16.1° 712.6+15.12 0.0001 691.5+20.12 681.3+18.82 554.5+19.3° 0.0001
Dosis IA* 38.1+0.822 26.2+0.73° 0.0001 28.6+0.81° 35.6+0.75?2 0.0001 34.6+1.02 34.1+0.942 27.7.9+0.97° 0.0001

° - Sesidn usada como covariable.

* - Concentracion espermatica/mL usada como covariable.

abc _ | etras con diferentes superindices en la misma hilera dentro de efecto son diferentes (p < 0.05).
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La dilucion de conjugado seminal con SBSFe + Gel incrementd la osmolaridad
en 51.1 unidades, comparadas con SBSF + Gel (+19.0 %). Este factor mostro
ser determinante en los resultados obtenidos en cuanto a la calidad
espermatica y potenciales reproductivos. La dilucion con el primer medio
aumentoé el porcentaje de espermatozoides estaticos en 32.9 %, y disminuyo la
motilidad total y progresiva en 3.1 y 27.4 % con respecto al segundo medio.
Asimismo, disminuyd VSL y LIN en 6.4 y 18.9 % con respecto al segundo. En
promedio, EVNMP en 4.0 mL de conjugados seminales y numero de dosis en
SBSF + Gel fueron superiores en 140.3 millones y 8 unidades comparados con
el diluyente SBSFe + Gel, lo que corresponde a aumentos del 24.5 y 24.4 %,

respectivamente.

Se encontré un efecto de raza en la osmolaridad (p=0.02) y en los porcentajes
de espermatozoides normales (p=0.0001), estaticos (p=0.0001), mdtiles totales
(p=0.0001), motiles progresivos (p=0.0001), VSL (p=0.0001), LIN (p=0.0001),
asi como en EVNMP (p=0.0001) y nimero de dosis (p=0.0001).

Las osmolaridades de las diluciones de conjugados seminales de la raza NZB
fueron inferiores en 15.1 unidades (-5.3 %) comparadas con aquellos de
conejos CA. Para esta Ultima raza el porcentaje de espermatozoides estéaticos
fue mayor en 55.8 % y la normalidad espermatica se vio reducida en 1.6 %
comparada con la raza NZB. Ademas, las motilidades total y progresiva en
conjugados de NZB fueron superiores que de CA en un 4.9 y 48.1 %,
respectivamente. La VSL y LIN fueron mayores (p=0.0001) en diluciones
provenientes de conjugados de conejos NZB que de conejos CA en un 22.4y
19.7 %, respectivamente. Asimismo, se encontr6 que EVNMP y dosis para
conjugados seminales de la primera raza, en promedio, fueron superiores en
238.1 millones y 11.9 unidades, comparados con la segunda raza, lo que
representan aumentos de 45.5 y 45.4 %, respectivamente.

No se encontraron efectos (p>0.05) de horas de conservacion en la
osmolaridad y en los porcentajes de viabilidad esperméatica. No obstante, este

factor afect6 el porcentaje de espermatozoides estaticos (p=0.005), normalidad
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(p=0.0004), motilidad total (p=0.005), motilidad progresiva (p=0.0001), VSL
(p=0.0001), LIN (p=0.0001), EVNMP (p=0.0001) y numero de dosis (p=0.0001).

El porcentaje de espermatozoides estaticos a la hora 0 y 1 fueron similares
(p>0.05), pero para la hora 2 se observé un incremento de un 40.2 y 38.6 %
comparado con las primeras horas. Asimismo, la normalidad espermatica a la
hora O fue menor con respecto a las horas 1 y 2 en un 0.9 y 0.8 %,
respectivamente. Por su parte, los porcentajes de motilidad total para las horas
0 y 1 fueron similares, pero a la hora 2, estos valores disminuyeron en un 4 y
3.9 % comparadas con las horas previas. Siguiendo este mismo patrén, la
motilidad progresiva a la hora 2, se redujo en un 27.1y 21.8 % con relacién a la
hora 0 y 1. Las velocidades de los espermatozoides VSL a la hora 1 fueron
superiores en un 7.2 y 85 % que las observadas a las 0 y 2 horas,
respectivamente. LIN entre la hora 0 y 2 de conservacion disminuy6 en un 14.3
%. En promedio, EVNMP para la hora 0 y 1 fueron similares pero superiores en
137 y 126.8 millones comparados con la hora 2, lo que corresponde a mayores
concentraciones en 24.7 y 22.9 %, respectivamente. Para el caso del nimero
de dosis se observo un patrén similar, obteniéndose 6.9 (+24.9 %) y 6.4 (+23.1
%) mas dosis alahora0y 1 que ala hora 2.

Se encontraron efectos de interaccion entre raza y tipo de diluyente (p<0.01)
para la osmolaridad, porcentaje de espermatozoides estaticos, motilidad total y
progresiva como se puede observar en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Medias de cuadrados minimos (x error estandar) para los efectos de

la interaccion entre raza y tipo de diluyente en la osmolaridad y caracteristicas
de movilidad espermética en conejos.

Nueva Zelanda Blanco California
Variable SBSFe + G SBSF +G SBSFe + G SBSF +G Valor-P
(n=26) (n=30) (n=33) (n=36)
Osmolaridad (mosmol/kg-l)o 304.2 + 6.67° 269.0 + 6.25° 335.4 +5.932 268.1 + 5.65° 0.0009
Espermas estéticos* 8.1+ 1.04° 7.3+0.95° 14.4 +0.90% 9.6 +0.88° 0.033
Motilidad total (%)* 91.9 +1.042 92.7 £ 0.952 85.5 + 0.90° 90.4 + 0.882 0.032
51.5 + 1.54° 59.3 +1.442 30.2 +1.37¢ 44.6 £ 1.31°¢ 0.022

Motilidad progresiva (%)

° - Sesion usada como covariable.
*_ Concentracion espermatica/mL usado como covariable.
abc _ | etras con diferentes superindices en la misma hilera son diferentes (p < 0.05).
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La osmolaridad de los conjugados seminales diluidos con SBSFe + Gel
provenientes de la raza CA fueron significativamente superiores que aquellos
de la raza NZB (+10.2 %). Mientras que las osmolaridades para las diluciones
con SBSF + Gel para las dos razas fueron iguales, pero estadisticamente
diferentes con respecto a los valores observados con SBSFe + Gel para las dos

razas (Figura 1).

400
B3 SBSFg+ Gel

B SBSF + Gel

335.4

3004

200

Osmolaridad (mOsmol/kg™?) y error estandar

100- NzB CA

SBSFe + G 304.2 £6.67 335.4+593

Osmolaridad del conjugado seminal
diluido (mOsmol/kg™)

SBSF + G 269.0 £6.25 268.1 £5.65

Raza

Figura 1. Efecto de la interaccidn entre raza y tipo de diluyente en la osmolaridad del conjugado

seminal de conejos.

El porcentaje de espermatozoides estaticos en el conjugado seminal de conejos
NZB, tanto para diluciones con SBSFe + Gel como SBSF + Gel, fueron
similares. No obstante, cuando conjugados de semen de conejos CA se
diluyeron en SBSFe + Gel, el porcentaje de espermatozoides estaticos se
incrementd significativamente con respecto a SBSF + Gel, en un 50 % (Figura
2).

La motilidad total en conjugados seminales provenientes de conejos NZB no
fueron diferentes entre SBSFe + Gel y SBSF + Gel, mientras que en conjugados
de conejos CA, la motilidad total se vio reducida significativamente en el primero
con respecto al segundo (-5.7 %). Conjugados de conejos CA diluidos con
SBSF + Gel no fueron diferentes comparados con los dos diluyentes para la
raza NZB (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la interaccidn entre raza y tipo de diluyente en la motilidad total espermética

en el conjugado seminal de conejos.

La motilidad progresiva en conjugados seminales diluidos provenientes de
conejos NZB y CA fueron significativamente superiores en SBSF + Gel vs
SBSFe + Gel en 15.1y 47.7 %, respectivamente. Mientras que los valores para
esta caracteristica para los dos diluyentes fueron consistentemente menores en

conjugados de conejos CA (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la interaccion entre raza y tipo de diluyente en la motilidad progresiva
espermatica en el conjugado de semen de conejos.

3.3.2. Fase de campo

Los efectos de tipo de diluyente y horas de conservacion en la receptividad
sexual, tasa de partos y el nimero de gazapos nacidos totales y vivos al parto
en conejas Nueva Zelanda Blanco son mostrados en el Cuadro 4. Con base a la
informacion recabada con el sistema CASA y de acuerdo con la dosis de 0.8 mL
de semen diluido tomado de los tubos de conservacion con 4.0 mL de
conjugado seminal, en promedio, la concentracion de espermatozoides vivos
normales progresivos motiles en la dosis de inseminacion diluidos en SBSFe +
Gel y SBSF + Gel para la hora 0 fueron de 99.4 y 109.2 x 108, mientras que
para la hora 3 para estos mismos diluyentes fueron de 34.6 y 53.1 x 106,
respectivamente.

Cuadro 4. Media de cuadrados minimos (z error estandar) para los efectos de
tipo de diluyente y tiempos de conservacion en la receptividad sexual, fertilidad
y prolificidad en conejas inseminadas artificialmente.

Receptividad (%) Tasa de partos (%) *  Nacidos totales* Nacidos Vivos*
Factor (n =40) (n =40) (n=37) (n=37)
Tipo de diluyente
SBSFe + Gel 0.95+0.07 0.85+0.07 7.11+£0.77 6.57 £0.77
SBSF + Gel 0.80 = 0.07 0.85 + 0.07 7.44 £0.77 7.13+0.77
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Valor-P 0.168 0.936 0.766 0.613

Tiempo de conservacion

0 horas 0.85+0.07 0.90 £0.07 8.04 £0.78 7.48 £0.78
3 horas 0.90 +0.07 0.80 +0.07 6.50+0.78 6.21+0.78
Valor-P 0.642 0.367 0.182 0.266

Diluyente*tiempo

SBSFe + Gel 0 horas 0.90+£0.11 0.91+0.10 7.71+1.09 7.09+1.08
SBSFe + Gel 3 horas 1.00+0.11 0.78 +£0.10 6.52+1.09 6.05+1.09
SBSF + Gel 0 horas 0.80+£0.11 0.88 £0.10 8.38+1.11 7.88+1.11
SBSF + Gel 3 horas 0.80+0.11 0.83+0.10 6.49+1.11 6.38 +1.10
Valor-P 0.642 0.696 0.750 0.837

*- Orden de parto usada como covariable

La covariable orden de parto fue significativa para la tasa de partos (p=0.0007),
namero de gazapos nhacidos totales (p=0.01) y vivos (p=0.03) por camada;
estas variables fueron ajustadas a un orden de parto estandar de 3.8. El peso
de las conejas al momento de la IA como covariable no fue significativa
(p>0.05) para la tasa de partos y prolificidad. No obstante, a las diferencias de
las concentraciones espermaticas en las dosis seminales, no se encontraron
efectos (p>0.05) de tipo de diluyente y horas de conservacién e interaccion tipo
de diluyente*hora de conservacion en las tasas de partos y la prolificidad en las
conejas inseminadas artificialmente. Sin embargo, se encontraron ciertas
tendencias a que el nUmero de gazapos nacidos totales (p=0.182) y nacidos
vivos (p=0.182) fueran numéricamente mayores a la hora 0 comparada con la
hora 3 de conservacion. Gazapos nacidos totales y nacidos vivos producto de
inseminaciones realizadas a la hora O produjeron en promedio 1.5 y 1.3
unidades mas comparados con la hora 3, respectivamente. Estas diferencias
numericas son explicadas por la disminucion de espermatozoides vivos
normales progresivos motiles en la dosis seminal entre la hora 0 y 3 de

conservacion para los dos diluyentes.
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3.4. Discusion
En la fase 1 de laboratorio in vitro, se compararon dos diluyentes buffers de
corta duracién para conservacion de semen fresco de conejo Nueva Zelanda
Blanco y California mantenido a 32°C, con el objetivo de determinar sus efectos
en la osmolaridad, calidad espermatica y potencial reproductivo a diferentes
tiempos de conservacion. En la fase de campo, se evalué el efecto de tipo de
diluyente y tiempos de conservacion en el comportamiento reproductivo de

conejas Nueva Zelanda Blanco inseminadas artificialmente.

Existen pocos estudios relacionados a la utilizacion de diluyentes basados en
soluciones buffers salinas fosfatadas, enriquecidas y adicionadas con gel para
conservacion de semen fresco de conejo mantenidos a 32 °C. La conservacion
de semen a corta o larga duracion persigue entre otras ventajas, el de prolongar
la vida fértil de los espermatozoides, proporcionarles las condiciones adecuadas
para mantener sus propiedades funcionales, ultraestructurales y bioquimicas
(Salamon & Maxwell, 2000). La forma en que los diluyentes actian es
estabilizando la membrana plasmética, manteniendo las concentraciones
i6nicas intracelulares e intramembranales y protegiendo a los espermatozoides
de cambios de temperaturas y de presiones osmoéticas (Albiaty et al., 2016;
Arando et al., 2019; Salamon & Maxwell, 2000).

Aunque existen diferentes criterios para determinar la calidad seminal, la
viabilidad y motilidad espermatica son consideradas como los principales
indicadores relacionados con la fertilidad (Kathiravan, Kalatharan, Karthikeya,
Rengarajan, & Kadirvel, 2011; Robayo, Montenegro, Valdés, & Cox, 2008),
debido a que ayudan a los espermatozoides a migrar a lo largo del tracto
reproductor de la hembra, lo que favorece la interaccion de gametos durante el
proceso de la fertilizacién (Robayo et al., 2008). Estudios han demostrado que
estas caracteristicas dependen en gran medida de la integridad de las
membranas plasmaticas y mitocondrial (Gadella & Evans, 2011) y factores
como temperaturas, concentraciones de solutos y composiciones quimicas de
los diluyentes que afectan la calidad de los espermatozoides y su sobrevivencia

durante el proceso de conservacion (Rizkallah et al., 2022). Por lo anterior, los
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medios de conservacion seminal deberian permitir la preservacién del mayor
ndmero de espermatozoides vivos normales matiles progresivos con adecuados
patrones de velocidades y progresividades, ya que estas células son las que
tendrian el mayor potencial en sus capacidades fertilizadoras. Ademas, estas
caracteristicas de movilidad espermatica dependeran del numero de dosis

potenciales para uso en IA que repercutirdn en la eficiencia reproductiva.

Las caracteristicas de viabilidad, inmovilidad, normalidad, motilidad total,
motilidad progresiva y algunos parametros de velocidad y progresion
espermética en el presente estudio fueron evaluadas mediante el sistema
CASA, lo que permiti6 en los ensayos in vitro estimar con cierto grado de
precision el numero de espermatozoides vivos normales maétiles progresivos por
volumen de conjugado seminal, su cinética de movimiento y dosis potenciales
para uso en programas de inseminacion artificial en relacion al tipo de diluyente,

raza y tiempos de conservacion.

En el presente estudio, no se determinaron las osmolaridades de los
conjugados seminales heterospermaticos proveniente de varios machos para
las dos razas antes de diluirlos en los medios de conservacion. No obstante,
estudios previos realizados en COCICEMAC, R. Rodriguez-De Lara
(comunicacion personal 10 de marzo de 2023) determinaron que las
osmolaridades del semen de conejo fresco recién colectado para las razas
Nueva Zelanda Blanco y California fueron de 295.0 £ 0.95 (n = 185) y 296.5 +
0.97 (n = 176) mOsmol/kg™, respectivamente. Fallas (2016) reportd para semen
de conejos Nueva Zelanda Blanco, un valor de osmolaridades de 308.9 + 1.0
mOsmol/kg™.

Las presiones osmoticas de las diluyentes in situ utilizados para SBSFe + Gel y
SBSF + Gel fueron de 383.1 y 257 mOsmol/kg?, mientras que las
osmolaridades determinadas para estos mismos diluyentes después de la
dilucion con los conjugados seminales fueron de 319.8 + 4.4 y 268.7 + 4.2
mOsmol/kg?, respectivamente. Lo anterior muestra que las osmolaridades de

los conjugados seminales diluidos en SBSFe + Gel fueron en promedio
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superiores que SBSF + Gel en 51.1 mOsmol/kg?, y que el primero fue
ligeramente hiperténico y el segundo isoténico.

Los porcentajes de viabilidad para los dos diluyentes de prueba fueron altos,
significativamente superiores en SBSFe + Gel comparada con SBSF + Gel, pero
en un margen muy estrecho (+1.04 %) y esto se explica por su coeficiente de
variacion bajo (CV=1.7). De cualquier forma, ambos diluyentes mantuvieron
altos porcentajes promedios de viabilidad espermatica in vitro cuando fueron
mantenidos a 32 °C durante las primeras dos horas de conservacion, sin
cambios aparentes en su normalidad morfolégica. No obstante esta alta
proporcion de espermatozoides viables en los dos diluyentes, estos los mismos
experimentaron cambios de comportamiento y en su calidad en respuesta a los

factores de variacion estudiados.

Investigaciones han demostrado que los diluyentes utilizados para la
preservacion de semen deben de proporcionar presiones osmoticas y
concentraciones de hidrogeniones adecuadas para mantener la viabilidad y
fertilidad de los espermatozoides (Alvarifio, 1993; Siudzinska & Lukaszewicz,
2008). El pH de buffers tiene un efecto importante en el metabolismo
espermatico (Salisbury & Nakabayashi, 1957), por lo que los diluyentes deben
de proporcionar un efecto tampén de pH del semen diluido para balancear la
produccién de substancias metabdlicas provenientes de los espermatozoides y
bacterias (Aurich, 2011). En la presente investigacion no se analizaron
determinaciones de pH. Sin embargo, con la adicion de sustancias buffers y el
ajuste de pH a 7.4 en los dos diluyentes, es probable que cambios en estas
concentraciones durante los tiempos cortos de preservacién no hayan ocurrido.
En conejos los rangos normales de pH para mantener la calidad espermatica
oscilan entre 6.8 y 7.5 (Alvarifio, 1993).

En este estudio se estimd un incremento significativo en el porcentaje de
espermatozoides estaticos con la SBSFe + Gel. Este resultado es consistente
con el reportado en espermatozoides de humanos, donde bajo condiciones

hiperosmoticas, el porcentaje de inmovilizacion de espermatozoides aumenta
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(Gao et al.,, 1993; Gao et al., 1995). Aunque la viabilidad espermética se
mantuvo mas alta entre medios de conservacion, con el diluyente SPSFe + Gel,
ligeramente hipertonico, se redujeron significativamente las caracteristicas de
movilidad, cinética de movimiento y potencial reproductivo, comparadas con
diluyente SBSF + Gel isotonico. Estos resultados pueden ser explicados por
diferencias en las presiones osmoéticas encontradas. La osmolaridad mostré
estar correlacionada negativamente con la motilidad total (r=-0.39; p=0.0001),
motilidad progresiva (r=0.41; p=0.0001), nimero de espermatozoides vivos
normales mdétiles progresivos por volumen de conjugado seminal (r=-0.26;
p=0.003), dosis potenciales para inseminacion artificial (r=-0.26; p=0.0001),
velocidad rectilinea (r=-0.43; p=0.0001) e indice de linealidad espermatica (r=-
0.38; p=0.0001). Al aumentar la osmolaridad, las caracteristicas antes
mencionadas se ven disminuidas. Asimismo, la osmolaridad se correlacioné
positivamente con el porcentaje de espermatozoides estaticos (r=+0.39;
p=0.0001). Los espermas estaticos aumentan al incrementar la presion
osmotica. Estos resultados sugieren que la dilucion de conjugados seminales a
una solucion ligeramente hipertdnica, es probable que los espermatozoides
pudieran haber sido afectados en cierto grado de estrés osmotico, pero esto no
fue probado. El estrés osmotico a nivel celular se da como consecuencia a
cambios bruscos en las concentraciones de solutos alrededor de la célula, lo
que desencadena movilizaciones rapidas de agua a través de la membrana,
pudiendo causar dafos a los espermatozoides (Gao, Mazur, & Critser, 1997).
Meyers (2005) sostiene que diluyentes hipertonicos afectan a los
espermatozoides, debido a los movimientos de agua a través de la membrana
plasmatica. El estrés osmoético ha mostrado causar dafios en la membrana
plasmatica y alteraciones en el metabolismo espermatico y en su calidad (Ball,
2008). Estudios realizados en conejos, han encontrado que la adaptabilidad de
la membrana espermaética al estrés osmotico esta condicionado a mecanismos
regulatorios en la distribucion y balance electrolitico entre los compartimientos
intra y extracelular, y que la composicion de la membrana plasmatica constituye

un factor determinante a la resistencia o tolerancia osmética (Gloria, Henningb,
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Di, & Contric, 2021). Altas concentraciones de solutos desencadenan que el
agua fluya dentro de la célula, hasta mantener un equilibrio y los
espermatozoides contrarresten el incremento consecuente de volumen,
mediante la eliminacion de electrolitos (Petrunkina, Jebe, & Topfer-Petersen,
2005).

Existen pocos estudios realizados con semen fresco de conejo mantenido a
32°C que comparen medios de conservacion de corta duracion isosmoticos,
ligeramente hiperténicos o hipertonicos. No obstante, se han encontrado
diferencias entre especies en cuanto a la tolerancia de los espermatozoides a
cambios en la osmolaridad. Chang & Thorsteinsson (1958), reportaron que la
capacidad fertilizadora de espermatozoides de conejos se ve menos afectada
en soluciones hipertdnicas que hipotonicas, es decir, que son mas tolerantes a
las primeras que a las segundas. Alvarifio (1993) sostiene que puede haber
pérdidas de motilidad transitoria o total con diluyentes hipotonicos o
hipertonicos, pero los espermatozoides de conejo son mas tolerantes a estos
altimos, y que los medios de dilucién para preservar semen de conejo deben de
presentar presiones osmoticas alrededor de 320 mOsmol/kg?. Fraser,
Gorszczaruk, y Strzezek (2001) demostraron en cerdos, que para que no se vea
afectada la viabilidad ni la movilidad espermatica se requiere que la
osmolaridad se mantenga en un rango de 250 a 290 mOsmol/kg™, pero para la
conservacion del semen se pueden manejar hasta 380 mOsmol/kg™? (Gadea,
2003). En equinos concentraciones de solutos entre 300 y 400 mOsmol/kg? son
consideradas como adecuadas en diluyentes basados en leche, pero valores
optimos los sitdan en 350 mOsmol/kg? (Blanchard et al., 2003). Los espermas
de aves mantienen sus capacidades fertilizadoras en diluyentes con
osmolaridades que van de 250 hasta 460 mOsmol/kg?, pero que la presion
osmética recomendada para esta especie es de 325 a 350 mOsmol/kg™
(Sexton & Fewlass, 1978). De cualquier forma, el semen de conejo ha mostrado
ser mas sensible a soluciones hiperténicas comparado con otras especies
(Castellini et al., 1992).
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Los mejores resultados con la SBSF + Gel pudieran ser explicados por su
composicién quimica y concentracion de solutos, ya que se aproxima a la
osmolaridad del semen en esta especie, favoreciendo asi la mejor respuesta
funcional de los espermatozoides y mejor calidad. Varios estudios estan de
acuerdo que, para minimizar efectos negativos en el metabolismo y la
sobrevivencia espermatica, los diluyentes para conservarlos deberan ser
aproximadamente isoténicos al semen (Cragle & Salisbury 1959; Foote, 1988;
Steinbach & Foote, 1967). La dilucion de espermatozoides en soluciones
isotdnicas les confiere una maxima actividad (Latif, ljaz, Aleem, & Mahmud,
2005). Las soluciones buffers salinas fosfatadas por su contenido en sales y
fosfatos, han mostrado actuar como un medio isoténico tampdn que balancea la
concentracion de electrolitos alrededor de las células, previniendo osmosis y
manteniendo la concentracién de hidrogeniones en el medio, protegiendo la
integridad estructural y la viabilidad de las células (Martin et al., 2006). Las
concentraciones de KCI en este mismo medio han mostrado mantener la
actividad de la bomba sodio/potasio de los espermatozoides y prevenir la
deplecion del potasio intracelular que puede relacionarse con disminuciones en
la movilidad espermatica (Alvarez & Storey, 1982). Mientras que la inclusion de
NaCl regula la presién osmética (Levis, 2000) y el fosfato bisédico (NazHPOa) y
fosfato mono-potasico (KH2PO4) aportan funciones buffers eficientemente (Will,
Clark, & Swain, 2011).

En este estudio se estimaron diferencias altamente significativas (p<0.0001)
entre razas para las caracteristicas espermaticas y de cinética de movimiento,
asi como en sus potenciales reproductivos. La calidad de los espermatozoides
de conjugados seminales de conejos Nueva Zelanda Blanco diluidos fueron
superiores que la de los California. En conejos no se reportan estudios en la
literatura sobre la respuesta de los espermatozoides de diferentes razas a
variaciones en las composiciones quimicas, osmolaridades y tiempos de
conservacion en diferentes medios. Lake (1983) sostiene que espermas de
gallos de varias razas requieren de condiciones diferentes de almacenamiento

para preservar su viabilidad y sugiere ajustar los diluyentes a razas individuales.
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Sin embargo, se requieren de mas estudios en diferentes especies para evaluar
los efectos de diferentes diluyentes que varien en sus composiciones quimicas
y presiones osmoticas en las caracteristicas espermaticas en diferentes razas.
De cualquier forma, nuestros estudios confirman que la SBSF + Gel presento
menores afectaciones a los espermatozoides conservados, independientemente
de las razas utilizadas. Es de esperarse que la funcién espermatica difiera entre
genotipos y tipo de diluyente. Estudios realizados en Drosophila melanogaster
como modelo, encontraron que la viabilidad espermatica varia con el tipo de
dilucion buffer y genotipo (Guo, Henke, & Reinhardt, 2021). Sin embargo, hasta
lo que hay publicado actualmente, no existen comparaciones para un sistema
de modelo genético de como espermatozoides de diferentes genotipos
responden a cambios en las composiciones quimicas y de osmolaridad de

diluyentes buffers.

No se observaron cambios significativos en osmolaridades en relacién con las
horas de conservacion, independientemente que los valores de la SBSFe + Gel
fueron siempre superiores comparados con el medio SBSF + Gel. Sin embargo,
la motilidad total, motilidad progresiva, velocidad rectilinea, indice de linealidad,
namero de espermatozoides vivos nhormales motiles progresivos y el nUmero de
dosis mostraron una clara disminucién transcurridas las horas de conservacion.
Estos resultados son consistentes a los reportados por otros autores en
espermatozoides de otras especies animales diluidos en medios de
conservacion (Das, Ahmed, & Deka, 2015; Long & Conn, 2012; Murphy et al.,
2018). Se ha demostrado, que la utilizacion de diferentes diluyentes,
temperaturas de conservacion y tazas de dilucion, los espermatozoides sufren
una disminucién en su viabilidad, motilidad, ademas, de cambios en su
integracion morfolégica con el tiempo (Maxwell & Salamon, 1993). Este
decremento en la calidad ha sido relacionado a la formacion de radicales libres
que dafian sus membranas como el ADN mitocondrial y nuclear (Vishwanath &
Shannon, 1997), proceso que altera la funcionalidad de los espermatozoides,
reduciendo asi la sobrevivencia. Decrementos progresivos en la motilidad

espermatica por tiempo cortos de conservacion y cambios en temperaturas han
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sido observados en bovinos (Murphy et al., 2018). En gallos la conservacién de
semen fresco in vitro pierde de forma gradual, pero rapida, su viabilidad y
motilidad, dando como resultado que su habilidad fertilizadora se vea
disminuida, independientemente del tipo de diluyente utilizado (Jafari,
Parizadian, & Zamani, 2013). Estudios recientes de laboratorio in vitro en
humanos, han corroborado que los espermatozoides van perdiendo su vitalidad
con el transcurso del tiempo, aproximadamente después de una hora de ser
eyaculados como resultado de cambios de osmolaridad, déficit de energia,
propagacion bacteriana, dafio oxidativo y lesiones por decrementos en las
temperaturas (Cheng et al.,, 2022). De acuerdo con estos autores, los
espermatozoides son muy sensibles a cambios de presiones osmdticas,
afectando su viabilidad y motilidad, y que la falta de energia influye
adversamente en los procesos normales de hiperactivacién y capacitacion
esperméatica. Ademas, sostienen que el estrés oxidativo y las especies reactivas
de oxigeno (ROS) producidas por el metabolismo de los espermatozoides, por
espermatozoides inmaduros y por aquellos muertos ocasionan dafios en los
acidos nucleicos, proteinas, y otras biomoléculas estructurales. Igualmente,
hacen hincapié, en que la disminucion de temperaturas o shock térmico afectan
la motilidad espermética y que la susceptibilidad a las bajas temperaturas se
correlaciona con la cantidad de lipidos en la membrana espermatica. Los
principales problemas al conservar células esperméticas son variados, uno de
ellos es la pérdida de matriz extracelular, lesiones que provocan que la
motilidad espermética sea afectada y que los dafios en la membrana y al ADN
desencadenen en apoptosis y necrosis de las células esperméticas (Cheng et
al., 2022).

Las interacciones entre raza y tipo de diluyente observadas para osmolaridad,
inmovilidad, motilidad total, motilidad progresiva sugieren que las respuestas de
los conjugados seminales al tipo de diluyente utilizado para estas
caracteristicas espermaticas varian entre razas, y las diferencias observadas
estdn relacionados a cambios de presiones osmoticas. Los conjugados

seminales provenientes de semen de conejos Nueva Zelanda Blanco y
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California diluidos en SBSF + Gel mostraron osmolaridades isotonicas de 269 y
268 mOsmol/kg?, respectivamente, con mejoras en la motilidad total y
progresiva, ademas que los porcentajes de espermatozoides estaticos fueron
mas bajos en las dos razas. En contraposicion la dilucion con SBSFe + Gel para
conjugados seminales para la primera y segunda raza con osmolaridades de
304.2 y 335.4 mOsmol/kg?, disminuyeron en cierto grado la motilidad total y
progresiva para conjugados de conejos Nueva Zelanda Blanco, pero efectos
detrimentales mas definitivos se observaron para la raza California, en donde
un gran porcentaje de espermatozoides permanecen estéticos, y las motilidades
totales y progresivas se vieron disminuidas, particularmente en esta Ultima
caracteristica. Estos resultados de interaccion soportan la hipoétesis que los
espermatozoides entre razas responden de forma diferente al tipo de diluyente
y que existen diferencias de tolerancia al estrés osmético. Futuras
investigaciones se deberan enfocar en encontrar medios de conservacion, tanto
de corta como de larga duracion, que mejor se adapten a diferentes razas para

incrementar la eficiencia de conservacion espermatica y su calidad.
Fase 2 de campo

La fase de campo fue posible llevarla a cabo sé6lo en conejas Nueva Zelanda
Blanco. En respuesta a cambios de lugar ocho horas antes de la inseminacion
artificial como bioestimulo, 87.5 % de las conejas fueron receptivas y las tazas
promedias de partos y numero de gazapos nacidos totales fueron 85 % y 7.3
gazapos, respectivamente. Estos resultados para la tasa de partos son
inferiores en 9% (78.0%), pero similares a los 7.6 gazapos nacidos totales
reportados en conejas no lactando multiparas locales Nueva Zelanda Blanco
bajo condiciones similares medio ambientales (Rodriguez-De Lara et al., 2007).
No se encontraron efectos (p>0.05) del tipo de diluyente en la tasa de partos y
en el numero de gazapos nacidos totales y vivos al haber inseminado en
similares condiciones 0.8 mL de dosis por coneja, tomados de los conjugados
seminales contenidos en los tubos de dilucion. La tendencia a la disminucion de

los tamafios de camadas al parto observadas cuando la inseminacion es
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realizada a la hora O de conservacion comparada con la hora 3 se explica por la
disminucién en las concentraciones de espermatozoides vivos normales motiles
progresivos en las dosis seminales. Al observar el comportamiento de la calidad
seminal en los estudios in vitro durante el transcurso de los tiempos de
conservacion, se observé que la viabilidad espermatica disminuia. Sin embargo,
estos resultados demuestran que independientemente de los cambios en las
osmolaridades y las diferencias observadas in vitro en favor de la SBSF + Gel
en las calidades espermaticas entre tipos de diluyentes, ambos diluyentes
mantenidos a 32 °C durante las 3 horas de conservacion dieron resultados de
comportamiento similares. Estudios realizados en conejas California
inseminadas artificialmente con 20 x 10°® espermatozoides en la dosis seminal
por coneja con la misma solucién buffer salina enriquecida SBSFe + Gel dentro
de la primera hora después de la coleccion de semen (Velasco &Tello, 2016),
no encontraron diferencias en las tasas de partos y tamafios de camada al parto
comparados con un diluyente comercial gelificado (Cunigel). Las tasas de
partos para los dos diluyentes fueron de 0.72 = 0.06 y 0.67 + 0.05 y los tamarfios

de camada al parto de 7.7 £ 0.31y 7.9 + 0.32, respectivamente.
3.5 Conclusiones

Uno de los aspectos importantes derivado de esta investigacion fue la
validacion de dos diluyentes de corta duracién basados en soluciones buffers
salinas fosfatadas estandar y enriquecidas adicionadas con gel, en donde se
probaron sus efectividades in vitro basados en analisis seminales asistidos el
CASA, e in vivo mediante pruebas de comportamiento reproductivo en conejas

inseminadas artificialmente.

El tipo de diluyente, la raza y las horas de conservacién afectaron gran parte de
las caracteristicas de calidad espermatica evaluadas. Los estudios in vitro
confirman que la dilucion de semen en una solucién buffer salina fosfatada
estdndar adicionada con gel mejora significativamente las calidades
espermaticas comparada con la misma formula enriquecida, o que aumenta

significativamente las concentraciones de espermatozoides vivos normales
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motiles progresivos por volumen del conjugado seminal y el nUmero de dosis
potenciales para uso en inseminacion artificial. Estos resultados demuestran
estar estrechamente relacionados a diferencias de presiones osmdéticas entre

los dos diluyentes de prueba.

Las mejores calidades esperméticas se obtienen de conjugados seminales
diluidos provenientes de conejos Nueva Zelanda Blanco que de California. Las
interacciones entre tipo de diluyente y raza observadas en las caracteristicas de
movilidad espermatica demuestran que los espermatozoides de Nueva Zelanda
Blanco y California responden diferente a medios de conservacion, lo que
sugiere ajustar tipos de diluyentes a razas especificas. Por lo anterior, las
investigaciones futuras deberan de enfocarse en encontrar medios de
conservacion, tanto de corta como de larga duracién, que mejor se adapten a
diferentes razas para incrementar la eficiencia de conservacion y preservar la

calidad espermatica.

La dilucion de conjugados seminales con la solucion buffer salina fosfatada
estandar adicionada con gel permite obtener una mayor cantidad de dosis que
la misma solucién enriquecida, lo que incrementa la eficiencia de procesamiento
en el laboratorio. Sin embargo, el comportamiento reproductivo utilizando dosis
de conjugados seminales diluidos en los dos medios de conservacion y
mantenidos a 32 °C no difieren cuando la inseminacién artificial es realizada
dentro las primeras tres horas después de la coleccion y diluciéon. Se
recomienda que la IA con semen diluido con los dos tipos de diluyente se

realicen dentro de la primera hora para obtener los mejores resultados.

Los resultados del presente estudio también sugieren que estos diluyentes
pueden ser comercializados, contribuyendo al desarrollo tecnolégico de la
cunicultura nacional; ademas, es importante mencionar que los diluyentes son
de invencion local, y no hay registro de diluyentes de uso comercial en México
por lo que los resultados de este estudio pretenden ser un referente para el
desarrollo, validacién y mejoramiento de diluyentes para la especie cunicola. Se

requiere de investigaciones para desarrollar localmente diluyentes que permitan
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conservar el semen por lapsos mayores de tiempo a temperatura ambiente,

para facilitar el transporte de dosis seminales a diferentes regiones del pais y

desarrollar diluyentes que mejor se adapten a la tolerancia osmatica para razas

individuales.
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4. APENDICES

Apéndice 1. Configuracion del sistema CASA.

Limites de anlisis Valor
Porcentaje minimo de motilidad 0
Porcentaje minimo de motilidad progresiva 0
Calibracion

Objetivo Zeiss 10x CM-040GE:
Magnificacion del objetivo X 1.2
Magnificacion del objetivo Y 1.2
Céamara

Exposicion (Ms) 16
Integrado habilitado Verdadero
Tiempo integrado 1000
Deteccion de células

Elongacién méaxima (%) 100
Elongaciéon minima (%) 1

Minimo brillo de la cabeza espermatica 153
Tamafio maximo de la cabeza 91
Tamafio minimo de la cabeza 4

Filtro estético de la cabeza Falso
Brillo minimo de la cola 255
Desplazamiento automatico del brillo minimo de la cola 10

Modo de brillo minimo de la cola Manual
Cémara espermatica

Correcciones capilares 1.3
Profundidad de la camara (um) 20

Tipo de camara Capilaridad

lluminacién

Tipo de iluminacion

Fluorescencia

Intensidad de la fluorescencia 3996
Intensidad visible 2953
Fotémetro méaximo 90
Fotémetro minimo 70
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Apéndice 2 Configuracion del sistema CASA para cinematica de movimiento

espermaético.

Cinemaética Ajuste
indice de rectitud (STR) progresiva (%) 80
Velocidad promedio de trayectoria (VAP) progresiva (um/s) 50
VAP lento (um/s) 20
Velocidad rectilinea (VSL) lenta (um/s) 30
Algoritmo estatico Largo
VAP estéatico (um/s) 4
VSL estético (um/s) 1
Multiplicador de ancho estatico 0.5
Morfologia

Intervalo de confianza del Reflejo de la pieza media distal (DMR) (%) 25
DMR Méaximo de la gota a la cola (um) 5
DMR Longitud méaxima de la cola (um) 20
Intervalo de confianza de las gotas (%) 20
Distancia minima de gota distal (um) 4
Largo de la cabeza gota proximal (um) 10.5
Largo minimo de la cola (um) 0
Largo promedio angular de la cola doblada 5
Tasa minima de doblamiento angular 5
Intervalo de confianza de las colas dobladas (%) 50
Angulo minimo de la cola enrollada (°) 180
Intervalo de confianza de la cola enrollada (%) 50
Intervalo de confianza de la cola (%) 75
Estado

Estado de temperatura 37
Categoria Viadent

Esperma viable fluorescencia Viable
Captura de video

Velocidad del marco de captura (Hz) 1
Conteo del marco 30
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