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RESUMEN

CATANA LEON JOSE LUIS. Comparacion de la fertilidad de conejas criollas
inseminadas artificialmente con semen congelado usando 2 diferentes medios
(Amidas con lipoproteinas de baja densidad vs Amidas y yema de huevo). (Bajo la
direccion de: MVZ. MPA. J. Alberto Balcazar Sanchez y MVZ. MC. Miguel Angel

Martinez Castillo).

La utilizacion de la inseminacion artificial permite la multiplicacion de los machos
portadores de caracteristicas genéticas sobresalientes. La practica exitosa de esta
técnica, implica la obtencidon de semen, su preservacion adecuada, su dosificacion
correcta y su deposito apropiado dentro del fondo vaginal de la coneja. Dentro de
este proceso, la preservacion del semen de conejo ha sido particularmente dificil a
diferencia de otras especies, ya que en el conejo no existen diluentes apropiados
para mantener la viabilidad de los espermatozoides colectados; por lo tanto, hacen
falta estudios en México que nos permitan conocer una forma de criopreservacion
adecuada para mantener el semen en éptimas condiciones durante el traslado y su

proceso para la descongelaciéon del mismo.

El objetivo fue comparar la fertilidad de conejas criollas inseminadas artificialmente
con semen congelado, utilizando como diluente la combinacién de amidas y
lipoproteinas de baja densidad vs amidas y yema de huevo.

Se inseminaron 10 hembras con semen con lipoproteinas y amidas y 10 con semen
con yema de huevo y amidas. Posteriormente se realiz6 el diagnostico de gestacion

14 dias después de la inseminacién mediante palpacion abdominal ventral externa.

No se observo diferencia significativa entre la proporcion de hembras gestantes
atribuible al diluente del semen. Se concluye, que ambos diluentes utilizados

permitieron la conservacion del semen de conejo exitosamente y se alcanzé el



objetivo de criopreservar semen de conejo y mantener su viabilidad, comprobando

su utilidad mediante la inseminacion de conejas y verificando su gestacion.



INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es una técnica ideada y desarrollada especialmente
para estimular el mejoramiento genético del ganado. Su utilizacién permite la
multiplicacion exclusiva de los machos portadores de caracteristicas genéticas
sobresalientes. La practica exitosa de esta técnica, implica la obtencion de semen,
su preservacion adecuada, su dosificacion correcta y su depdsito apropiado dentro
del fondo vaginal de la coneja. Dentro de este proceso, la preservacién del semen
de conejo ha sido particularmente dificil a diferencia de otras especies, ya que en
el conejo no existen diluentes apropiados para mantener la viabilidad de los
espermatozoides colectados (Stranzinger et al, 1971; Maurer et al, 1976; Hanada y
Nagase, 1980; El-Gaafary, 1994; Fargeas et al, 1995). Una solucién que permite
diluir el semen y preservar las caracteristicas bioldgicas de los espermatozoides
técnicamente es denominada “extender”. Historicamente, en los afios 20's se trato
de mantener el espermatozoide de un toro en un extender (solucion de Locke) a 2
°Cy transportarlo para ser utilizado para la inseminacion artificial. En los 40's, se
encontré que la temperatura 6ptima para mantener viables a los espermatozoides
era de 0°C. De igual manera, en esos afios se descubri6 el efecto crioprotector del
glicerol, lo cual constituyé un avance muy importante pues facilité la preservacion
de gametos. Un factor elemental en la preservacion de semen ha sido el
congelamiento, mismo que ha sido aplicado mediante hielo seco y nitrdgeno liquido,
sin embargo, durante afios algunos autores han estudiado los efectos colaterales
de estas técnicas en muestras de espermatozoides de diferentes especies animales
como: toro, caballo, cabra y borrego entre otros (Bailey et al, 2000; Yoshida 2000;
Watson et al, 2000; Medeiros et al, 2002). En conejos los métodos para la IA se
basan principalmente en la dilucién del semen y su mantenimiento bajo refrigeracion
durante varios dias; los espermatozoides de conejo son muy susceptibles a dafios
causados por soluciones hiperténicas y crioprotectores, obteniendo efectos
negativos en la supervivencia, la movilidad y la integridad de su acrosoma (El-
Gaafary 1994).



La IA en conejas esta ampliamente extendida en los paises europeos, obteniéndose
resultados de fertilidad cercanos a los de la monta natural (Viudes-de-Castro 1996),
cuando se utiliza semen fresco diluido de 6 a 12 horas después de ser colectado,
sin embargo, esta practica es dificil porque la viabilidad de los espermatozoides
disminuye rapidamente y al no poderlo preservar (congelar) hay una pérdida de su
capacidad fertilizante (Rosato et al., 2006). Por otro lado, se ha observado una
disminucién significativa en la fertilidad en conejas cuando se utilizan muestras de
semen congelado (Stranzinger et al, 1971; Maurer et al, 1976; Hanada y Nagase,
1980; Fargeas et al, 1995).

La calidad del espermatozoide después de descongelar estd determinada no
solamente por la calidad del macho y del espermatozoide por si mismos, sino
también depende de diversos factores tales como:

-Diluente: el cual esta compuesto por nutrimentos, crioprotectores, estabilizadores
de pH y otros factores: como el tiempo de preservacion, forma de congelaciéony de
descongelacion.

-La forma de empaque: en el conejo, el semen congelado en pajillas de plastico o
en pellets (botones), ha reportado resultados similares con respecto a la motilidad
espermatica, utilizando voliumenes de 0.25 a 0.5 ml; sin embargo, el porcentaje de
gestacion es levemente mayor si se utiliza la pajilla, en lugar del pellet, para congelar
el semen (Weitze. et al, 1976).

El glicerol se ha utilizado como crioprotector en algunas especies, debido a que en
la membrana del espermatozoide se encuentran unos canales que permiten la
entrada del glicerol desplazando el agua, sin embargo, en los espermatozoides de
conejo no son muy permeables al agua por lo que se presume que tienen una menor
cantidad de canales, lo que afecta a la entrada del glicerol por lo que no es un buen
crioprotector de estos espermatozoides. Por lo tanto, el glicerol utilizado como
crioprotector para la congelacién de espermatozoides de conejos no es considerado
eficaz (Sawada et al, 1964; Kashiwazaki et al, 2006; Okuda et al, 2007). Se han



utilizado otros diluentes en conejo, aparentemente con resultados aceptables. En
algunos estudios, se ha demostrado que el uso del Dimetilsulféxido (DMSO),
acetamida, trealosa, metil-celulosa y sacarosa (sucrosa) entre otras sustancias,
como crioprotectores para congelar el semen del conejo da buenos resultados
(Sawada et al, 1964, Dalimata et al, 1997, Vicente et al, 1996).

En un estudio hecho por Kashiwazaki y col. (2006) hicieron la siguiente comparacion
de crioprotectores glicerol, acetamida, lactamida y dimetilsulféxido (DMSO) en
espermatozoides de conejo blanco de Japon dando como resultado una movilidad
de 17.0£3.3% (glicerol), 37.8+3.0% (lactamida), 28.3£3.8% (acetamida) vy
25.3£3.5% (DMSO) y una integridad de membrana de 17.0+2.6% (glicerol),
35.9+3.3% (lactamida), 30.2+3.0% (acetamida) y 27.0£2.4% (DMSO), observando
gue a la concentracion 1.0 molar (M) de lactamida o acetamida o DMSO tienen
mejores efectos crioprotectores que a 1.0 M de glicerol para espermatozoides del

conejo blanco de Japon.

En otro estudio Okuda (2007) compardé a la acetamida y al glicerol como
crioprotector en el semen del conejo blanco de Japén, donde se observo que la
velocidad de movilidad y la integridad de la membrana de los espermatozoides
congelados con acetamida fueron significativamente mas altos que aquellos

congelados con glicerol.

Los espermatozoides congelados con glicerol dieron lugar a una fertilidad
extremadamente baja en los primeros estudios de congelacion de los
espermatozoides de conejo (Sawada et al 1964; O"Shea et al 1969; Stranzinger et
al 1971). Por tal motivo, desde los afios 80's, la investigacion comenzé a emplear a
la acetamida como crioprotector de semen de conejo (Dalimata, 1997; Hanada,
1980; Moriya, 1996; Parrish, 1986). Ademas, la combinacion con un aztcar como la
sacarosa puede aportar mejores resultados al congelar semen (Viudes-de-Castro y
Vicente 1996; Vicente y Viudes-de-Castro 1996).



Existe una limitacion en la difusion del semen de donadores de alta calidad, ya que
hacen falta estudios en México que nos permitan conocer una forma de
criopreservacion adecuada para mantener el semen en Optimas condiciones y asi
evitar la muerte de espermatozoides durante el traslado y su proceso para la

descongelacion del mismo.

OBJETIVO

Comparar la fertilidad de conejas criollas inseminadas artificialmente, utilizando
como diluente la combinacién amidas y lipoproteinas de baja densidad vs amidas y

yema de huevo.

HIPOTESIS
La fertilidad de las conejas inseminadas artificialmente con espermatozoides
congelados con un diluente de amidas y lipoproteinas de baja densidad es mayor

gue cuando se insemina con un diluente a base de amidas y yema de huevo.



MATERIAL Y METODOS

El experimento se realiz6 en una granja de traspatio ubicada en la calle Ignacio
Zaragoza # 3 A, Col. Sta. Cruz Tlapacoya, Ixtapaluca, Edo. de México.

Animales: Tomando en consideracion que para el presente experimento se tuvieron
a disposicién dos sementales ya entrenados para la donacién del semen, se decidié
la utilizacion de ambos, uno de la raza Nueva Zelanda blanco y uno de la raza Belier,
de 2 afos de edad aproximadamente, asi como a 20 hembras criollas en edad

reproductiva multiparas (entre uno y dos afios de edad) (Figura 1).

COLECCION Y EVALUACION DEL SEMEN.

La recoleccion del semen se realizé con una vagina artificial adaptada, misma que
requirié la utilizacion de agua a la temperatura apropiada: 42 °C; para facilitar la
obtencion de la muestra se utilizé una piel de conejo curtida sobre el antebrazo y se
estimulé al conejo para la monta, la cual se logré y permiti6 que el semental
eyaculara dentro de la vagina artificial, obteniéndose el semen en un recipiente
ubicado en el extremo opuesto al de la entrada de la vagina artificial;
inmediatamente después se procedid a evaluarlo y posteriormente a diluirlo. Se

obtuvieron dos eyaculados por cada macho.

La evaluacién macroscoépica del semen consistio en ponderar su color y su olor, asi
como su volumen (Cuadro 1). En la evaluacion microscépica se evalud la morfologia
de los espermatozoides (Fotografia 1) y su movilidad (progresiva y el vigor), para

finalmente calcular su concentracién (Cuadro 2).

Se utilizo el siguiente diluente con su respectiva formula:
El diluente esta compuesto por amidas (Dimetilformamida) al 4.5%, 1.4 ml de leche

ultra pasteurizada light, sacarosa, glucosa, 2.25 ml de yema de huevo, 1000 Ul de



penicilina en un volumen de 39.5 ml de agua desionizada. Cabe mencionar que con
esta misma férmula, se realiz6 otro diluente al cual se le agregé 2.25 g de
lipoproteina de baja densidad liofilizada (LDL) en lugar de yema de huevo. Se
obtuvieron 2 eyaculados por conejo; cada uno se dividié en 2 muestras: una se
diluyé con Dimetilformamida y lipoproteinas de baja densidad y la otra con

Dimetilformamida y yema de huevo (Fotografia 2).

CALCULO DE LA CONCENTRACION DE ESPERMATOZOIDES:

Para éste proposito, utilizamos como ejemplo el primer eyaculado del conejo Nueva
Zelanda blanco.

Y para ello utilizamos la siguiente formula:

Concentracion espermatica movil (CEM) o concentracion total de espermatozoides
Vivos

CEM= (Concentracion Espermatica esp/ml) (% Movilidad) (Volumen del eyaculado).
CEM= (270 x 10°)(.90)(1.5) = 364.5 x 10° Es la concentracion espermatica movil
del primer eyaculado del conejo NZ.

Célculos parala dosificacion del semen:

En éste caso utilizamos la siguiente férmula:

Numero de dosis= CEM/Concentracion espermatica recomendada.

364.5 x 10°/20 x 10° = 18.23 dosis se obtuvieron del primer eyaculado del conejo
NZ blanco.

Para el célculo del volumen final ocupamos la formula:

Volumen final= (Numero de dosis) (volumen recomendado)

18.63 X 0.5 ml = 9.12 ml Es el volumen final.

Y para saber la cantidad de diluyente que se necesitaba usamos la siguiente
formula:

Diluyente= volumen final — volumen del eyaculado.

9.12ml—-15ml = 7.62ml Es la cantidad de diluente que hay que agregar al

semen del primer eyaculado del conejo NZ blanco.



Posteriormente se procedié a empaquetar las dosis en pajillas de plastico a una
concentracion de 20 millones de espermatozoides en 0.5 ml; estas fueron
conservadas a 5°C durante 30 minutos (Fotografia 3); después se colocaron en
una rejilla para exponerse a vapores de nitrogeno liquido (-80 °C) por 15 minutos
(Fotografia 4); pasado éste lapso las pajillas se sumergieron a nitrégeno liquido
(Fotografia 5) para posteriormente ser almacenadas en el tanque de este mismo
elemento (Fotografias 6 y 7).

Cuando fue requerido se sacaron las pajillas del tanque de nitrogeno liquido
(permanecieron 4 meses almacenadas en el tanque) (fotografias 8) y se procedié a
descongelar las pajillas exponiéndolas a “Bafio Maria” a una temperatura de 35°C
(Fotografia 9), durante 30 segundos e inmediatamente después se verifico la
movilidad de los espermatozoides para evaluar su viabilidad antes de aplicar la

técnica de IA (Fotografias 10 y 11).

Para poder sincronizar la receptividad sexual en las conejas (Fotografia 12) y lograr
la inseminacién en grupo se les aplico el dia 0 del estudio Gonadotropina Coridnica
equinal (eCG), por via IM, a una dosis de 20 Ul/coneja y 48 horas después se

practico la inseminacion artificial.

Para depositar la dosis de semen en la vagina se utilizé un catéter semirrigido con
la punta ligeramente curva (Fotografia 13). La coneja se coloc6 en posicién decubito
ventral con el tren posterior ligeramente levantado, sobre el brazo izquierdo del
ayudante, quién sujet6 la piel de la region lumbar con la otra mano. El inseminador
abrio los labios de la vulva e introdujo la pajilla con la curvatura hacia arriba
(Fotografia 14) y después de pasar la pelvis se gir6 suavemente 180 grados sin
dejar de introducirla (Fotografias 15 y 16). Cuando se calculd que la pajilla estaba
en el sitio apropiado dentro de la vagina se presion6 gentilmente el émbolo de la

jeringa y se depositd el semen en la entrada de los cérvix (Fotografias 17,18 y 19).

L FOLLIGON, Intervet.
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Una vez terminada la técnica de IA se aplic6 Gonadorelina? (analogo de GnRH) a
cada coneja, en una dosis total de 20 microgramos, por via IM, para estimular la
ovulacion (Viudes-de-Castro y Vicente 1996; Vicente y Viudes-de-Castro 1996)
(Fotografias 20 y 21).

Se inseminaron 10 hembras con semen con lipoproteinas y amidas, 5 con semen
del macho Belier y 5 con semen del macho Nueva Zelanda. También se inseminaron
10 hembras con semen con yema de huevo y amidas, de las cuales 5 se
inseminaron con semen del macho Belier y 5 con semen del macho Nueva Zelanda
(Figura 2).

Tomando en consideracion la recomendacion de algunos autores (Hanada y
Nagase, 1980; Moce y Vicente, 2002; Okuda et al, 2007) respecto a la dosis
recomendada utilizando semen congelado, se aplicaron dos pajillas por coneja,
dando un total de 40 millones de espermatozoides por hembra inseminada
(Fotografia 22).

Posteriormente, mediante palpacion abdominal ventral externa se realizé el
diagnostico de gestacion 14 dias después de la inseminacion artificial (Fotografia

23).

DIAGRAMA DE FLUJO

Amidas

Obtencion de

y
eyaculados: Lipoproteinas \ _
Nueva Zelanda Congelacion Desconqelacuon

; Amidas
Bco. vy Belier
\ y e !

Yema de huevo Inseminacién
artificial

\

v

2 FERTAGYL, Intervet.
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RESULTADOS

De 10 hembras que se inseminaron utilizando semen diluido con amidas y
lipoproteinas de baja densidad (LDL), 6 quedaron gestantes, de las cuales 5
correspondieron a las inseminadas con semen del macho Belier y una del macho
Nueva Zelanda; de 10 hembras que se inseminaron utilizando semen diluido con
amidas y yema de huevo, 7 quedaron gestantes, de las cuales 5 fueron inseminadas
con semen del macho Belier y 2 con semen del macho Nueva Zelanda (Cuadro 3).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados consistieron en determinar las proporciones de hembras gestantes
en cada tratamiento y raza, para evaluar en qué condicién (raza o tratamiento) dicha
proporcion fue mayor. Fue necesario utilizar la Prueba Exacta de Fisher en lugar de
la X? debido a que hubieron resultados con valores “0”. La Prueba Exacta de Fisher
se aplicé a un cuadro de dos criterios y dos condiciones en cada criterio, a nivel de

significacion estadistica de a = 0.05.

Los resultados fueron los siguientes:

Evaluacion del diluente:

Al agrupar los datos de las dos razas de machos, no se observé diferencia
significativa entre la proporcion de hembras gestantes atribuible al diluente del
semen P =1.0.

Evaluacion de la Raza:

La proporcién observada de hembras gestantes fue significativamente mayor para
la raza Belier P = 0.003.

Evaluacion de la interaccion diluente/raza:

Se observo que la proporcién de hembras gestantes fue significativamente mayor
en laraza Belier para el diluente LDL (P = 0.0476), y no hay diferencias significativas

para el diluente Yema (P>0.05).
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En general, de toda la poblacion que se insemind (20 hembras), el 65% de las
hembras quedaron gestantes y el 35% no (Figura 3). Considerando la poblacién en
general (100%), se observo que del 50% inseminado utilizando Dimetilformamida
con lipoproteinas como diluente, sélo quedd gestante el 30%; del otro 50% en el
gue se utilizé a la Dimetilformamida con yema de huevo como diluente, quedod

gestante el 35% (Figura 4).

Cuando se inseminaron las conejas con semen adicionado con Dimetilformamida
con LDL (lipoproteinas de baja densidad), se observé que al utilizar el semen del
Belier, el 100% de las conejas quedo gestantes y cuando se utilizé semen del Nueva
Zelanda solo el 20% de las conejas quedo gestantes (Figura 5). Al utilizar como
diluente Dimetilformamida con yema de huevo, el semen de Belier permitié obtener
nuevamente el 100% de hembras gestantes y el de Nueva Zelanda dejé gestantes
solo al 40% (Figura 5).

Cuando se compar6 el desemperio de los diluyentes (Dimetilformamida con LDL vs
Dimetilformamida con yema de huevo), independientemente de la raza, se observo
gue usando el primero, quedd gestante el 60% de las hembras y cuando se utilizé
el segundo, el porcentaje de hembras se increment6 a 70% (Figura 6).

Cuando se compard la inseminacion de semen de Belier con semen de NZ,
independientemente del diluyente utilizado, se observé que las hembras que se
inseminaron con Belier, el 100% quedo gestante y las hembras que se inseminaron

con semen de NZ, Unicamente quedo gestante el 30% (Figura 7).
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DISCUSION

Si bien la técnica de inseminacion artificial (I1A) en conejos se ha practicado en los
paises europeos desde los afios 80 del siglo pasado, solo se ha llevado a cabo con
la utilizacion de semen fresco, ya que la preservacion por congelamiento ha
resultado especialmente dificil (Moce y Vicente, 2009). La utilizacion exitosa de
algunos extenders en varias especies animales no ha tenido el mismo impacto en
la cunicultura; lo cual ha obligado a buscar alternativas y a realizar ajustes en las
férmulas utilizadas. Tomando en consideracion la experiencia con el manejo y la
preservacion del semen de machos pertenecientes a otras especies (Batellier et al,
1997; Bergeron y Manjunath, 2006; Moustacas et al, 2011), en el presente trabajo
se contrasto la utilidad de dos diluentes: dimetilformamida con lipoproteinas de baja
densidad y dimetilformamida con yema de huevo, con las férmulas ajustadas y ya
especificadas dentro de la metodologia, y el andlisis estadistico nos muestra que
no se observo diferencia significativa entre la proporcion de hembras gestantes
atribuible al diluente del semen (P=0.05). Por ello podemos mencionar que ambos
medios, y por lo tanto, ambas formulas, permitieron congelar y descongelar el
semen de conejo y mantener su capacidad de fertilizacion, lo cual constituye un
avance dentro de la preservacion del semen de conejo durante tiempos mayores (4
meses) a los que generalmente se utilizan en nuestro pais para practicar la IA. Cabe
hacer notar que ambas formulas fueron ajustadas especificamente para los conejos
y que son consecuencia de la experiencia con el manejo de semen de otras
especies. Se observo que con la criopreservacion de semen de conejo usando estos
medios se obtuvieron tasas de fertilidad similares a las obtenidas por otros autores
con otros crioprotectores; Hanada y Nagase 1980 obtuvieron con DMSO 93%,
acetamida 88% y con lactamida 73%; Viudes-de-Castro y Vicente1996 obtuvieron
79% con DMSO; Si W et al 2006 obtuvieron 73.9% con DMSO; Okuda et al 2007
con acetamida obtuvieron el 87.5% y en éste estudio cuando utilizamos
Dimetilformamida con LDL obtuvimos 60% y utilizando Dimetilformamida con yema

de huevo se obtuvo el 70% de fertilidad.
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Es importante hacer notar que si bien el objetivo del presente trabajo fue comparar
la utilidad de los dos diluentes ya mencionados, se observé un hallazgo al azar
gue indicaria un aparente efecto de raza; ya que el semen de Belier fue 100%
efectivo al dejar gestantes a las conejas criollas y el semen de Nueva Zelanda Bco.,
solo fue 30% efectivo. Evidentemente la utilizacion de un solo macho de cada raza
es insuficiente para afirmar que hay diferencias al respecto del impacto de la
congelacion sobre los espermatozoides. En este sentido solo se reporta como un
hallazgo, pero valdria la pena realizar estudios posteriores especificos para dilucidar

esta situacion y saber si existe algan fundamento para suponerlo.

El usar sacarosa hace que la eficiencia de la IA con semen congelado alcance un
buen nivel de fertilidad como el encontrado por varios autores (Viudes-de-Castro y
Vicente 1996; Vicente y Viudes-de-Castro 1996). La sacarosa tiene la capacidad de
actuar como un agente crioprotector no penetrante y es menos toxico para los
espermatozoides. La sacarosa estabiliza las membranas liposomales durante la
congelacion (Anchordoguy 1987). Ademas provee una fuente de energia para las
células esperméticas, mantiene la presion osmatica del diluyente y actia como
crioprotector. Durante la congelacion ocurren fenébmenos de deshidratacion celular.
El medio externo de la célula como consecuencia de la congelacién parcial y de la
formacion de cristales de hielo, posee una concentracion de solutos mayor en la
fraccion liquida externa que antes de la formacion de los cristales de hielo. Esto
determina que el medio externo que rodea a la célula posea una mayor presion
osmoética que el medio celular interno. En respuesta a los fendmenos ocurridos y a
las diferencias fisicoquimicas entre el medio interno y externo el agua sale de la
célula y se congela externamente. El resultado es que la célula se deshidrata y no
se congela en su interior. Este efecto osmoético disminuye el agua intracelular
congelable y en relacion a esto la cantidad de células dafiadas por la cristalizacién
(Stornelli MA, y de la Sota RL 2006).

Es importante hacer notar que uno de los objetivos de la aplicacion de la técnica de

inseminacion artificial es la de estimular el mejoramiento genético, lo cual se podria
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lograr si se puede preservar adecuadamente el semen a partir de conejos
genéticamente superiores y después, trasladarlo y aplicarlo en conejas de granjas
gue deseen mejorar su hato; sin embargo, al respecto hay varias situaciones que
no se han resuelto favorablemente dentro de la cunicultura nacional. En las granjas
en las que se aplica, la técnica de IA so6lo ha constituido una herramienta para
facilitar el trabajo de inseminar grandes cantidades de reproductoras, pero sin
propositos genéticos especificos. Algunas de las empresas o instituciones que
ofrecen este servicio, incluso inseminan con semen fresco (semen obtenido y
preservado solo por 6-12 horas) utilizando un pool de semen de varios sementales.
Cabe sefalar que a nivel nacional tampoco se han realizado esfuerzos serios, a
mediano y largo plazo, para la generacion de pie de cria con caracteristicas
genéticas superiores de manera comprobada y solo algunas instituciones han
realizado trabajos discretos. Si no existen conejos con caracteristicas superiores,
¢ cudl es la genética que interesa difundirse en las granjas? Es muy probable que la
cunicultura mexicana en general aln no esté preparada para capitalizar al maximo
las ventajas de la aplicacidn de la técnica de IA y que actualmente ésta se utiliza en
algunas granjas mas por comodidad y por moda, que por pretensiones especificas

de mejoramiento genético.

En diversos estudios se menciona que el semen ovino es muy sensible, por tal
razon al diluyente se le debe adicionar un protector de membrana, el cual asegura
la viabilidad de las células espermaticas. Entre los protectores de membrana mas
utilizados esté la yema de huevo, que debido a sus propiedades es el ingrediente
de eleccion. Tanto la yema de huevo como la leche aportan, principalmente
fosfolipidos que actian estabilizando las membranas nucleares sin que se
produzcan cambios aparentes en la composicién de las mismas minimizando los
efectos nocivos de los cambios de temperatura (Graham y Foote, 1987; Parks y
Graham, 1992). Sin embargo, se ha observado que la porcion de la yema de huevo
que proporciona esta estabilidad de membrana son las lipoproteinas de baja
densidad (LDL). Por esta razén, se ha propuesto utilizar inicamente a las LDL como
parte del diluyente del semen, las cuales son el mayor constituyente de la yema de
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huevo y se presume que son las responsables del efecto estabilizador y reparador
de la membrana espermatica. Moussa et al, (2002) observaron un incremento en la
movilidad de los espermatozoides al aplicar LDL al diluyente como un protector de
membrana. También Moustacas y col (2011) observaron que al aplicar LDL en
semen ovino se mejoraba la movilidad espermatica; probablemente esto contribuy6
a que se obtuviera una mejor fertilidad ya que pasaron mas eficientemente la

barrera que representa el cérvix cuando se deposité el semen en las conejas.
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CONCLUSIONES

1. Se alcanzé el objetivo de criopreservar semen de conejo y mantener su
viabilidad, comprobando su utilidad mediante la inseminacion de conejas
criollas y verificando su gestacion.

2. Ambos diluentes utilizados (amidas con lipoproteinas de baja densidad y
amidas con yema de huevo) permitieron la conservaciéon del semen de conejo
exitosamente

3. Se sugiere la realizacion de mas estudios al respecto de la crioconservacion
del semen de conejo para aprovechar cabalmente la técnica de inseminacion
artificial como una verdadera alternativa dentro de la reproduccion
instrumental para estimular especificamente y de manera préactica la mejora

genética de los hatos cunicolas.
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CUADROS

Cuadro 1
Caracteristicas macroscopicas observadas en los eyaculados de conejos
Belier y Nueva Zelanda.

Caracteristicas
macroscoépicas Nueva Zelanda Belier
Volumen 1ml 1.5ml
Color Blanco nacarado Blanco nacarado
Olor Sui generis Sui generis
Cuadro 2

Caracteristicas microscépicas evaluadas en los eyaculados de conejos Belier
y Nueva Zelanda.

Caracteristicas
microscépicas Nueva Zelanda Belier
Movilidad 85 % 825 %
Concentracion 265 millones/ ml 305 millones/ml
Morfologia Vivos normales: 80% Vivos normales: 85%
Muertos: 5% Muertos: 3%
Anormalidades Anormalidades
e Primarias: 6% e Primarias: 5%
e Secundarias: 9% e Secundarias: 7%
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Cuadro 3

Resultados obtenidos en conejas inseminadas artificialmente con semen
congelado, usando amidas con lipoproteinas de baja densidad y amidas con
yema de huevo como diluente.

DILUENTE GESTANTES | GESTANTES NO
RAZA (n=) (n=) (n=) GESTANTE
(n=)
LDL | YEMA | LDL YEMA
Belier 5 5 5 5 10 0
Nueva 5 5 1 2 3 7
Zelanda
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FIGURAS

HEMBRAS INSEMINADAS CON
SEMEN DE BELIER Y DE NZ

10 HEMBRAS 10 HEMBRAS
INSEMINADAS INSEMINADAS
CON
SEMEN CON
DENZ
50%

Figura 1. Numero de conejas que se inseminaron con semen de conejo Belier
y con semen de conejo Nueva Zelanda.

HEMBRAS INSEMINADAS CON LDLY

CON YEMA DE HUEVO
SEMEN DE NZ SEMEN DE
MAS YEMA BELIER MAS LDL
5% 5 25%

SEMENDENZ_~" SEMEN DE

MAS LDL BELIER MAS
25% YEMA
25%

Figura 2. Numero de hembras inseminadas con semen de conejo Belier o de
Nueva Zelanda utilizando lipoproteinas o yema de huevo como diluente.
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PORCENTAJE DE HEMBRAS
GESTANTES Y NO GESTANTES

NO GESTANTES
35%

GESTANTES
65%

Figura 3. Porcentaje de hembras gestantes y no gestantes en la poblacion
en general (20 hembras).

PORCENTAJE DE HEMBRAS
GESTANTES Y NO GESTANTES
NO

GESTANTES

VEMA

GESTANTES LDL
30%

NO GESTANTESJ
LDL
20%

GESTANTES
YEMA
35%
Figura 4. Porcentaje de hembras gestantes y no gestantes inseminadas

artificialmente con semen congelado, usando amidas con lipoproteinas de
baja densidad y amidas con yema de huevo como diluente.
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Figura 5. Porcentaje de hembras gestantes y no gestantes inseminadas
artificialmente utilizando yema de huevo y lipoproteinas de baja densidad en
semen de conejos Belier y Nueva Zelanda.
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Figura 6. Porcentaje de hembras gestantes y no gestantes,

independientemente de la raza, inseminadas con diferentes diluyentes
(amidas con LDL vs amidas con yema de huevo).
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Figura 7. Porcentaje de hembras gestantes independientemente del diluente,
al inseminar con semen de Belier y semen de Nueva Zelanda.
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FOTOGRAFIAS

Fotografia 1. Muestras tefiidas para evaluacion de la morfologia de los
espermatozoides.

Fotografia 2. Muestras de semen obtenidas, mantenidas a 37°C.
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Fotografia 4. Exposicion de las pajillas a vapores de nitrogeno liquido
(-80°C, por 15 minutos) a través de la utilizacion de una rejilla.
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Fotografia 5. Pajillas sumergidas en nitrégeno liquido.
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Fotografia 6. Extraccion de las pajillas inmersas en nitrogeno liquido para su
posterior almacenamiento en el tanque de transporte.
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Fotografia 7. Almacenamiento de las pajillas dentro del tanque de nitrégeno
liquido, para facilitar su desplazamiento y su utilizacién posterior.

Fotografia 8. Extraccion de las pajillas transportadas para utilizarlas en la
inseminacion de las conejas.
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Fotografia 9. Descongelamiento de las pajillas mediante la utilizacién de un
“Bafio Maria”.
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Fotografia 10. Corte de un extremo de la pajilla para depositar el contenido
en un recipiente.
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Fotografia 11. Verificacibn de la viabilidad de los espermatozoides
descongelados.

Fotografia 12. Hembra receptiva, sincronizada con Gonadotropina Coridnica
equina.
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Fotografia 13. Utilizacion de un catéter semirrigido, con punta curveada, para
facilitar el depdsito del semen en la vagina.

Fotografia 14. Introduccién de la pajilla, con la curvatura hacia arriba,
preparada adecuadamente para inseminar a la coneja.
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Fotografia 15. Introduccioén de la pajilla hasta el cinturdn pélvico tenido como
referencia.

Fotografia 16. Giro de 180° de la pajilla para permitir su avance.
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Fotografia 17. Cuando se calcul6é que la pajilla estaba en el sitio apropiado
dentro de la vagina (15-17 cm), se presioné gentilmente el émbolo de la
jeringa para su vaciamiento.

Fotografia 18. Depdsito del semen aproximadamente en la entrada de los
Cervix.
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Fotografia 19. Retiramiento de la pajilla vacia.

Fotografia 20. Utilizacion de Gonadorelina (analogo de GnRH) para estimular
la ovulacion.
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Fotografia 21. Aplicacion de Gonadorelina a razén de 20 pg, por via
intramuscular.

Fotografia 22. Dosis de aplicacion: dos pajillas por coneja.
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Fotografia 23. Diagnéstico de gestacion mediante palpacion abdominal
externa a los 14 dias después de la inseminacion.
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