GENETICA

Preservacion

seminal:
estado actual
en la especie

cunicola

El presente articulo tiene como objetivo la revision del estado actual de
los procesos de preservacion de semen de conejo tanto a nivel de campo
como de investigacion, abarcando desde el proceso de extraccion hasta la

conservacion de semen en diferentes condiciones (semen fresco, refrigerado,
congelado y liofilizado).
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a inseminacion artificial (IA) es
una préactica comun en las ex-
plotaciones cunicolas espano-
las, la cual se instauro a finales
de los anos 80 para la produc-
cion de carne de conejo (Lopez
y Alvarino, 2000; Lavara et al.,
2003; Hernandez et al., 2012).
Este gran salto se produjo gra-
cias a que la fertilidad obtenida
mediante [A, a partir tanto de
semen fresco como de semen
refrigerado, se asimilaba a la
obtenida mediante monta na-
tural (80%) (Hernandez et al.,
2012).

La IA aporto notables ventajas
tales como la disminucion del
numero de machos en la gran-
ja debido a la capacidad de un
macho de cubrir entre 30 y
35 hembras por eyaculado, la
valoracién de la calidad del se-
men vy el control de enferme-
dades, la reagrupacioén de las
hembras en el mismo estadio
del ciclo y sincronizaciéon de
partos, la creacion de centros
de testaje, la distribucién de
semen, la seleccién de machos
v la mejora genética de la raza,
lo que conlleva a un aumento

en la eficiencia econémica (Al-
varino, 1993; Lopez y Alvari-
no, 1998).

Una vez obtenido un eyacula-
do, su procesado puede variar
en funcién de su aplicacion. A
nivel de granja se puede utili-
zar tanto semen fresco como
semen refrigerado, mientras
que a nivel experimental se
estdn investigando otros mé-
todos como la congelacién vy la
liofilizacién.

Antes de procesar el semen
para preservarlo deben seguir-
se unos pasos comunes a todas



TABLA 1. Principales pardmetros de semen puro de conejo.
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Parametros

Primer eyaculado

Segundo eyaculado

Volumen en ml (sin gel)?

0,86 + 0,05

0,55+ 0,05

Densidad! Denso, cremoso Menos denso
Color! Blanco nacarado Mas claro
pH? 7,49 + 0,05 7,37 £ 0,07
Espermatozoides por ml (millones)? 421+ 435 736 £ 43,5
Motilidad de espermatozoides (%)? 60,0+2,8 77.8+28

T Alvarino, 2000; ? Fallas-Lopez et al., 2011

las técnicas. Primero debe re-
cuperarse el semen mediante
una vagina artificial y un tubo
colector (Foto 1). La tempera-
tura del agua que se encuentra
entre la camisa y el cuerpo de
la vagina debe estar en torno a
los 50-55°C (Lavara et al., 2003;
Carluccio et al., 2004) con el fin
de que la camisa de la vagina
artificial alcance, al menos, los
42°C en el momento de la re-
cogida, asemejandose asi a la
temperatura de la vagina de la
coneja. Si la temperatura es in-
ferior a 42°C el macho tendra
dificultad para saltar mientras
que si la temperatura es su-
perior a los 50°C corremos el
riesgo de que el macho se ori-
ne e incluso podria ocasionarle
lesiones en el pene (Alvarino,
1993).

El ritmo de recuperacién ido-
neo seria de 2 6 3 veces por
semana y macho, distanciadas
en el tiempo al menos 30 mi-
nutos cuando se realice en el
mismo dia (El-Tarabany et al.,
2015). Como se observa en la
Tabla 1, el volumen de los eya-
culados oscila entre 0,3 y 1 ml
v la concentracion va de 150 a
700 x10°¢ espermatozoides por
ml, siendo susceptibles a varia-
ciones (Rosell, 2000).
Recuperado el eyaculado, de-
beremos retirar la fase ge-
latinosa o tapdén mucoso en
aquellos eyaculados donde

esté presente evitando de es-
te modo que se aglutinen los
espermatozoides y pierdan la
movilidad (Fallas-Lépez et al.,
2011). Posteriormente se rea-
liza una valoraciéon macrosco-
pica (volumen, densidad, color,
pH) del semen y una primera
valoracién microscopica (mo-
tilidad, porcentaje de esperma-
tozoides moaviles, trayectorias
rectilineas del espermatozoide,
espermatozoides anémalos y
presencia de aglutinaciones,
cuerpos extranos o células
descamativas) de cada eya-
culado para poder desestimar
los de peor calidad (Alvarino,
1993; Lavara et al., 2003; Car-
luccio et al., 2004) (Tabla 1).
Una vez valorado, se diluye
en proporcion 1:5 antes de 10
minutos postrecogida, siendo
la temperatura del diluyente
alrededor de 37°C para evi-
tar que se produzca un shock
térmico (Lavara et al., 2003).
Finalmente los eyaculados de
buena calidad son mezclados
para obtener una mezcla hete-
rospérmica (pool) (Carluccio et
al., 2004). En lineas de inves-
tigacién no siempre se hacen
muestras heterospérmicas,
pues hay ocasiones en las que
es interesante tener constan-
cia de a qué macho pertenece
el eyaculado. La dilucion fa-
vorece la supervivencia de los
espermatozoides y permite

A nivel de granja se
puede utilizar tanto
semen fresco como
semen refrigerado,
mientras que a nivel
experimental se

estan investigando
otros métodos como

la congelacion y la

liofilizacion

aumentar el volumen total de
masa espermatica de este mo-
do a partir de un solo eyacu-
lado se inseminan un elevado
numero de hembras (Alvarino,
2000; Lavara et al., 2003).

El color varia cuando existe
una patologia, puede ser de
color amarillo (orina en el eya-
culado), rojizo (sangre fresca),
marron (elementos sanguineos
degenerados), blanquecino-
transparente (baja concentra-
cion espermatica) o muy opaco
(degeneraciones testiculares)
(Alvarifio, 1993).

Por ultimo, es necesario ha-
cer un recuento de esperma-
tozoides/ml con cdmaras de
recuento celular (cadmara de
Neubauer, Burker, Thoma) con
el fin de diluir la muestra hasta
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Foto 1.
Colectores con semen recién extraido

ajustar la concentracién de es-
permatozoides deseada. Cada
dosis deberéa tener una con-
centracion de 10 a 20 millones
de espermatozoides (Lavara et
al., 2003) para cubrir las exi-
gencias minimas para la fe-
cundacion (entre 1-6 millones
de espermatozoides moviles
por dosis) (Alvarino, 1993). En
el caso de inseminar a partir
de monodosis es necesario dis-
pensar el pool en canulas (pue-
de realizarse manualmente o
con envasadora automatica)
(Foto 2).

Hay diferentes tipos de canu-
las y de diferentes materiales
(Foto 3). Las primeras canulas
que se utilizaron para la IA en
conejos con semen fresco o re-
frigerado eran de vidrio pero
presentaban riesgo de rotura
o perforacién del genital de
la coneja en el momento de la
aplicacion, por ello se empe-
zaron a buscar alternativas
como las canulas de pléstico.
Hay canulas de plastico rigi-
do vy de pléstico flexible de un
solo uso. Las de pléstico rigido
(puede ser acodada o no) estan
preparadas para ser aplicadas
por una pistola de insemina-
cion vy las dosis estadn prepa-
radas en pool. Por otro lado,
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las canulas de plastico flexible
ya vienen cargadas de semen
(monodosis). Algunos autores
recomiendan que las canulas
deben impregnarse de vaseli-
na para facilitar su aplicacién
(Mora, 2014).

Debemos tener en cuenta que
para tener éxito con la IA pre-
viamente hay que inducir la
ovulacion a la coneja, ya que
la coneja no presenta un ciclo
estral regular sino que la ovu-
lacion es inducida por el ma-
cho si la coneja esta receptiva.
Puede favorecerse la receptivi-
dad o el estro de la coneja me-
diante un tratamiento con una
hormona foliculo estimulante
como la PMSG (eCG), 20-25
Ul a las 48-72 horas antes de
la IA (Theau-Clément, 2007),
provocando asi la maduracion
de una nueva oleada folicular,
un aumento de los estrogenos
vy el comportamiento de celo
(vulva roja). También puede
favorecerse la salida del estro
con bioestimulos (Flushing ali-
menticio y luminoso, lactancia
controlada). Finalmente, para
reforzar la respuesta ovulato-
ria, se administra GnRH o un
analogo en el mismo momento
de la IA (Alvarino, 1993; Rosell,
2000).

Foto 2.
Envasadora
automatica de
semen en canulas
monodosis

Semen fresco

El semen fresco no presenta
ningun tratamiento térmico,
los espermatozoides se mantie-
nen a temperatura ambiente,
y es aconsejable realizar la IA
en las 4 primeras horas tras su
obtencion (Rosato et al., 2006).
El protocolo descrito anterior-
mente es el que hay que seguir
para preparar dosis a partir
de semen fresco, pudiéndose
emplear diluyentes especificos
para refrigerar semen o dilu-
yentes ionicos como el suero
fisiologico o la solucién salina
tamponada de fosfato (Alvari-
no, 1993; Lavara et al., 2003).

Semen refrigerado

La supervivencia de los esper-
matozoides se ve afectada tan-
to por la temperatura de alma-
cenamiento como por la com-
posicién del diluyente (Carluc-
cio et al., 2004). De este modo,
cuando el semen se mantiene a
temperaturas de refrigeracion
entre 16 y 18°C debe utilizarse
entre las 36 y 48 horas tras su
recuperacion, para evitar que
la fertilidad disminuya consi-
derablemente (Lopez y Alvari-
no, 1998).



Foto 3.

Cénulas monodosis, canulas rigidas y pistola utilizada en la IA en conejos. *1y 2 canula flexible, 3 cénula rigida acodada, 4 cénula rigida recta.

En granjas de cria intensiva
seria util poder almacenar se-
men por periodos superiores
a 48 horas, por ello actual-
mente se estd investigando
la formulacién de diluyentes
con nuevos componentes que
permitan largos periodos de
almacenamiento de semen y
la optimizacién del proceso de
refrigeracion (Carluccio et al.,
2004).

Los diluyentes deben presen-
tar la siguientes caracteristi-
cas: presion osmotica isotonica
(para no perder la motilidad ni

que aparezcan formas anoma-
las), sustancias tampoén para
mantener el pH en torno a 7,
sustancias coloidales para pro-
teger los espermatozoides, sus-
tancias nutritivas que favo-
rezcan el metabolismo, vida y
longevidad del espermatozoi-
de v estar libres de bacterias u
organismos infeccioso (Alvari-
fno, 1993).

La mayoria de los diluyentes
estdn compuestos a base de
una solucion tampoén vy suple-
mentos que ayudan a mante-
ner los espermatozoides. La so-
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lucion tampdn estd compuesta
por citrato de sodio, acetato
potéasico y/o bicarbonato sédi-
co que son los encargados de
aportar los minerales nece-
sarios para garantizar un pH
y equilibrio i6nico adecuado.
Los suplementos mas utiliza-
dos son el acido etilendiamino
tetraacético (EDTA) (anticoa-
gulante, evita la aglutinacién
y precipitacion de los esperma-
tozoides), glucosa (suplemento
energético), antioxidantes (dis-
minuyen el estrés oxidativo) y
bactericidas (antibidticos como
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la gentamicina, penicilina, en-
rofloxacina y/o estreptomici-
na que evitan la proliferacién
de bacterias).

Los diluyentes sin hormona
andloga a la GnRH que actual-
mente estan en el mercado son
Lepus® (MEDI Chimica, Reggio
Emilia, Italia), M II1® (MINI-
TUB, Tiefnbach, Alemania),
Galap® (IMV Technologies,
L'Aigle, Francia), Cunigel®
(IMV Technologies, L'Aigle,
Francia), IA-873A° (INSER-
BO, Lleida, Espana). Por otro
lado, el diluyente MRA-BIT®
(KUBUS S.A., Madrid, Espana;
compuesto por dextrosa, ci-
trato sodico, acetato potéasico
y excipiente) evita tener que
administrar de forma intra-
muscular la hormona GnRH o
un analogo de la misma en el
momento de la IA gracias a su
composicion.

Lépez y Alvarino en 1998, es-
tudiaron la conservacion de
semen de conejo con diluyente
MA24° (Laboratorios Ovejero,
Ledn, Espana) a 18°C durante
96 horas. En este estudio pode-
mos observar que la fertilidad
se mantiene en el 80% cuando
el semen se aplica entre las 2
v las 48 horas tras su extrac-
cion. Tras pasar 48-72 horas
la fertilidad desciende al 68%
y cuando la IA se ha realizado
después de 96 horas, la fertili-
dad no supera el 40%.

Semen congelado

En el proceso de congelacion-
descongelacion se forman cris-
tales de hielo intracelulares en
los espermatozoides causando
destruccién celular y dano de
sus membranas entre ellas el
acrosoma (Fuller y Painter,
2004; Hernandez et al., 2012),
lo que conlleva una bajada de
la tasa de fertilidad de, al me-
nos, un 20% (Castellini et al.,
2006).

Mientras que el semen conge-
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La liofilizacion se
utiliza para preservar
virus, bacterias,
levaduras, hongos
y actualmente
también es utilizada
para preservar
espermatozoides, con
el fin de facilitar el
almacenamiento y el
transporte

lado se ha empleado con éxito
en la IA de otras especies como
en el vacuno (Carluccio et al.,
2004), en la especie cunico-
la no se ha desarrollado ni un
procedimiento ni se ha identi-
ficado un agente crioprotector
(CPA) efectivo, por lo que en
cunicultura no suele usarse a
nivel comercial (Lopez y Alva-
rino, 1998; Maeda et al., 2012).
Los diluyentes compuestos a
base de Tris (Tris-hidroxime-
tilaminometano, acido citrico
y fructosa o glucosa) son los
utilizados frecuentemente pa-
ra criopreservar el semen de
conejo (Mocé y Vicente, 2009).
Es frecuente encontrar yema
de huevo en concentraciones
de 10 y 20% en el compuesto
de Tris (Fox, 1961) o leche des-
natada con una concentracién
final entre el 8 y 10% (O’Shea y
Wales, 1969). Mientras que en
otros mamiferos el glicerol es
el CPA de eleccion, en conejos
no es el mas adecuado (laffal-
dano et al., 2012). Suelen utili-
zarse CPAs de menor peso mo-
lecular y mayor permeabilidad
como amidas o grupos metilos
(dimetilsulfoxido (DMSO), lac-
tamida o acetamida) (Curry
et al., 1995; Mocé y Vicente,
2009).

En 1971 se desarrolld un dilu-
yente por Stranzinger et al. que
estaba formado por yema de
huevo, glucosa, 4cido citrico,
Tris, DMSQO, glicerol, penicilina
y estreptomicina. Actualmen-
te hay un diluyente comercial
de congelaciéon, CUNIFreeze©
(IMV Technologies) que contie-
ne 20,3% de yema de huevo y
un CPA no especificado (Mocé
vy Vicente, 2009). Sin embargo,
ni estos diluyentes ni los des-
critos en la bibliografia han de-
mostrado ser suficientemente
eficaces para la congelacién de
semen de conejo (Iaffaldano et
al., 2012).

Para congelar semen, el pro-
tocolo habitual consiste en la
obtencion del eyaculado y di-
lucion entre 1:5 y 1:10 con dilu-
yentes especificos para la crio-
preservacion, seguidamente se
procede al descenso gradual de
la temperatura para evitar un
shock térmico. Generalmente
se desciende la temperatura
hasta los 5°C en un periodo de
90 a 120 min (Mocé y Vicente,
2009). A continuacion se al-
macena el semen diluido vy re-
frigerado en pajuelas de plas-
tico de 0,5 cc. (Alvarino, 1993).
Posteriormente, antes de ser
sumergido en nitrégeno liqui-
do para su almacenamiento, se
congela el semen colocandolo
durante 6-10 minutos entre 2
y 10 centimetros por encima
del nivel de nitrogeno liquido
(Alvarifio, 1993; Mocé y Vicen-
te, 2009). Para realizar la des-
congelacién, se coloca la pajue-
la durante 1 minuto en “bano
maria” a 25°C 6 21 segundos a
37°C, segiin cada autor (Mocé y
Vicente, 2009).

De todos modos, la utilizacion
de semen congelado estaria
limitada por un coste mayor
(mayor tiempo y necesidad de
equipamiento especifico) que
dificilmente serd asumible y
ademas una disminucion de la
fertilidad. No obstante, podria



utilizarse para la introduccion
de material genético para la
produccién de abuelas o hem-
bras cruzadas.

Semen liofilizado

La liofilizacion se utiliza para
preservar virus, bacterias, le-
vaduras, hongos y actualmen-
te también es utilizada para
preservar espermatozoides
de mamiferos, con el fin de
facilitar el almacenamiento y
el transporte (Day y Stacey,
2007).

Los espermatozoides, una vez
se han liofilizado, son inmo-
viles e incapaces de fecundar,
pero si que son capaces de pro-
ducir descendencia en vivo

cuando se realiza por ICSI (in-
yeccion intracitoplasmaética de
espermatozoides en ovocitos)
(Kaneko et al., 2003) y aun asi
la tasa fertilidad se ve seria-
mente comprometida. Por lo
que su uso es exclusivamente
experimental, ya que el conejo
es utilizado como modelo para
el desarrollo de nuevas tecno-
logias aplicadas a la biotecno-
logia de la reproducciéon en
humanos.

Para llevar a cabo el proceso
de liofilizacion primero debe
congelarse el semen. A conti-
nuacioén las muestras se some-
ten al proceso de liofilizacion:
se realiza un secado primario
a una presion de 0,053 mbar
a -68°C, un secado secundario
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a una presién de 0,018 mbar a
20°C vy finalmente se almacena
(Gil et al., 2014; Olaciregui et al.,
2015).

El Unico estudio publicado so-
bre la posibilidad de obtener
descendencia a partir de esper-
matozoides liofilizados es de Liu
etal. en 2004. En esta experien-
cia se transfirieron 230 embrio-
nes obtenidos mediante ICSI a 8
conejas de las cuales una quedo
gestante y pari¢ a los 33 dias
un feto formado y normal pero
muerto a causa de una distocia
a la hora del parto. &
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