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1. Resumen

En la reproduccién de conejos, se cuenta con estrategias para realizar la correcta
seleccion de los machos reproductores, lo que permite a los productores ser mas
eficientes en el uso de los recursos, estas estrategias se basan en alcanzar tasas
elevadas de gestacion y paricion. Dentro de las estrategias utilizadas se encuentra
el espermograma, con el cual obtenemos informacion de los aspectos fisicos
relacionados con las glandulas, asi como informacibn de las células
(espermatozoides) y el funcionamiento de los testiculos. Los métodos reproductivos
en el area médico veterinaria estan en constante desarrollo, para la valoracion de la
calidad del semen tanto a nivel de investigacion como para su uso en la
inseminacion artificial. Para que un eyaculado pueda considerarse de calidad debe
cumplir con ciertos parametros como son volumen, la motilidad y la concentracion
espermatica, el pH del semen vy la libido del animal que varia con la edad.

De los 16 machos evaluados en el estudio (4 machos reproductores de 2 y 3 afios
y 12 machos de reemplazo de 6 meses), el 75% de los machos reproductores
cuentan con caracteristicas seminales macro y microscopicas aceptables.
Observamos que la edad juega un papel importante ya que el macho nombrado
como H9 comienza a disminuir su calidad seminal por tener tres afios como
semental y conforme a Dominguez, V (2016) a los 36 meses empieza la reduccién
de la produccién de espermatozoides. EI 50% de machos reproductores de
reemplazo (3, 4, 6, 7, 8, y 13) evaluados se consideraron aptos para ser utilizados
como machos reproductores debido a que obtuvieron valores aceptables en cuanto
a la valoracion macro y microscopicas, el 50% de los machos de reemplazo
restantes quedan descartados debido a que cuentan con valores aceptables sin
embargo estos se encuentran en el limite inferior, lo que se traduce en una dudable
capacidad para fecundar de manera adecuada a una hembra, y finalmente se tiene
al macho No. 11 el cual después de recibir un entrenamiento por 20 dias con una
“hembra maniqui” continuo mostrando nulo interés en montar .
2. Introduccion

El conejo es una especie que por sus caracteristicas productivas y reproductivas
tiene un potencial de productividad que le permite ser explotado comercialmente y
ser utilizado en investigaciones biomédicas, debido a la capacidad prolifica de la
especie ya que tiende a reproducirse todo el afio si se le proporcionan las
condiciones adecuadas (Romero et.al., 2016). Para lograr una produccion mas
rentable se requiere de estrategias que permitan a los productores ser mas
eficientes en el uso de los recursos (Balderas, 2004), hoy en dia es posible alcanzar
tasas elevadas de gestacion y paricion, realizando la correcta seleccion de los
reproductores (Avalos et. al, 2018). Dentro de las estrategias utilizadas se encuentra
el espermograma, que nos brinda informacion de los aspectos fisicos relacionados
con las glandulas, e informacion de las células (espermatozoides) que estan
relacionadas con el testiculo (Vazquez y Vazquez, 2007). Los métodos para la
valoracion de la calidad del semen tanto a nivel de investigacion como para su uso
en la inseminacion artificial estan sufriendo un constante desarrollo, esta valoracion
0 analisis de la calidad seminal se realiza con la finalidad estimar con mayor
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precision la capacidad fecundante y/o fertilidad de los machos reproductores,
aunado a la capacidad de producir gestaciones (Balderas, 2004; Arencibia y
Rosario, 2009; Suckow, 2023). Para que un eyaculado pueda considerarse de
calidad debe cumplir con ciertos parametros y una cantidad suficiente de
espermatozoides para ser capaz de fertilizar uno o varios ovocitos (Elhordoy et. al.,
1998), uno de los primeros aspectos a tomar en cuenta en los animales que se
emplean como reproductores es que el volumen, la motilidad y la concentracion
espermatica, el pH del semen y la libido del animal que varia con la edad
(Dominguez, 2015), no obstante, cabe sefialar que es dificil predecir los resultados
gue se pueden obtener con una muestra de semen a partir de los parametros
evaluados en el eyaculado o en los espermatozoides, ya que la fecundaciéon es un
proceso complejo que depende de gran cantidad de factores como la capacitacion
en la cavidad uterina (Lavara, 2009; Dominguez V. 2016). Aunado a esto existen
algunas técnicas como la congelacion y el sexado de semen, son de gran ayuda
para almacenar genes de individuos con alto valor por un periodo de tiempo
indefinido y obtener ejemplares con fenotipos deseados para unidad de produccion
animales (Avalos et. al, 2018).

3. Marco teérico

3.1 Aparato reproductor del Conejo

El aparato reproductor en el macho tiene en general dos funciones primordiales: la
produccion de espermatozoides o ceélulas germinales (funcién citégena) y la
secrecion de hormonas sexuales masculinas o androgenos (funcién endocrina)
(Ortega y Gonzales, 2012 y Romero, 2014). Y esta formado por:

- Organos internos

Testiculos

Son érganos pares de forma ovoide los cuales se encuentran dentro de la cavidad
abdominal y descienden a los dos meses de edad, posteriormente se encontraran
colocados en las bolsas escrotales a ambos lados de la linea media inguinal
(Romero, 2014). En la etapa adulta continlan en comunicacion con la cavidad
abdominal, debido a que tienen la capacidad de retraerlos a voluntad por efecto del
miedo o cuando el animal lucha con otros machos (FAO, 2000 y Vaca, 2017), y
ademas periodos estacionales donde no hay actividad sexual, como en el conejo
silvestre (Caseiro, 2014).

Tras el descenso de los testiculos, los machos tienden a demostrar comportamiento
sexual, sin embargo, no son aptos para la reproduccién, ya que se considera que
los machos llegan a la madurez sexual entre las 30-32 semanas de edad, periodo
en el cual se estabiliza la produccion diaria de espermatozoides (Caseiro, 2014 y
Tapia y Espinosa, 2014).



Conductos excretores
Son 6rganos que cumplen funciones de almacenamiento, transporte y elaboracion
de secreciones espermaticas, como son:

Epididimo

Tubo sinuoso formado por los conductos eferentes (nacen de la Rete testis) y el
conducto epididimario que es la continuacién de los conductos eferentes. Se
encuentra conformado por tres partes diferenciadas: cabeza, cuerpo y cola (Ortega
y Gonzales, 2012 y Ruano 2000).

Conducto deferente

Tubo blanquecino, lineal y flexible (Ruano, 2000), el cual es la continuaciéon de la
cola del epididimo y asciende hacia el anillo inguinal, rodeado por vasos
sanguineos, linfaticos y nervios formando el corddén espermatico, su papel es el de
impulsar los espermatozoides para que alcancen la uretra en el momento de la
eyaculacion (Ortega y Gonzales, 2012 y Romero, 2014).

Uretra

Corresponde a la prolongacion del conducto anterior y es la porcion que
corresponde al cuerpo del pene (Ortega y Gonzales, 2012). También es llamada
como canal urogenital, es un tubo que comunica la vejiga de la orina y el conducto
deferente con el exterior. Tiene una parte pelviana situada sobre la sinfisis pubiana
y una parte peneana (Romero, 2014).

Glandulas accesorias
En el conejo se distinguen
- Vesicula seminal
- Glandula vesicular
- Prostata
- Glandulas paraprostaticas
- Glandulas bulbouretrales
Estas glandulas producen la mayor parte del liquido seminal, los cuales sirven como
medio de suspension y supervivencia de los espermatozoides.

- Organos externos
Pene (6rgano copulador)

El 6érgano copulador o pene es corto y dirigido oblicuamente hacia atras, durante la
copula es capaz de modificar su posicion y su tamafio vuelve hacia adelante en el
momento durante la ereccidn para permitir su introduccion en el 6rgano copulador
femenino donde deposita el semen (FAO, 2000 y Vaca, 2017), ademas el pene del
conejo no tiene glande (Ruano, 2000).

Para que las células germinales o espermatozoides tengan capacidad fecundante,
es necesario el paso por estos 6rganos, desde los testiculos hasta ser depositados
en la vagina en la monta (Ortega y Gonzales, 2012 y Ruano, 2000).



3.2 Espermatozoide y Espermatogénesis

Se denomina espermatogénesis al proceso controlado por el eje hipotadlamo-
hipdfisis-testiculo; llevado a cabo de forma ciclica especificamente en los tubulos
seminiferos, mediante el cual las células gaméticas del macho se desarrollan y se
transforman de células sexuales primarias a espermatozoides (Nufez, s.f. y Ortega
y Gonzales, 2012).

A los 8 meses de edad el macho alcanza la plena produccion espermatica, y
posteriormente puede mantener su actividad sexual hasta los cuatro afios, segun la
estirpe genética, condiciones ambientales y manejo (Vicente et. al., 2014). La
madurez sexual de la raza neozelandesa en clima templado se alcanza hacia las
30-32 semanas (Caseiro, 2014 y Tapia y Espinosa, 2014). En el macho adulto la
duracion de la espermatogénesis es de 42-49 dias, con una produccion diaria de
250 millones, y presentando variaciones raciales y estacionales (Tapia y Espinosa,
2014).

La produccién espermatica en el testiculo es un proceso continuo, pero la
evacuacion del tracto reproductor masculino se produce de manera discontinua,
respondiendo a la actividad sexual de cada individuo, por lo que es necesario un
sitio de almacenamiento de los espermatozoides durante periodos de tiempo
variables, esta funcion es llevada fundamentalmente en el epididimo, principalmente
en la cola del epididimo (Lavara, 2009).

En la morfologia del espermatozoide de los mamiferos se pueden encontrar: la
cabeza y la cola, ambas rodeadas por la membrana plasmatica. En la cabeza se
encuentran dos organelos principales que son el nucleo y el acrosoma, que cubre
las 2/3 partes del nacleo y se ubica en el 4pice de este. La union entre la cabeza y
la cola se realiza a través del cuello. La cola, a su vez, puede dividirse en tres
segmentos: la porcion principal, la porcion intermedia y la porcién terminal, y el
tamafio de los espermatozoides de los mamiferos varian en tamafio dependiendo
de la especie (Nufiez s.f.)

3.3Caracteristicas del semen

Los conejos son animales de eyaculacion bifasica, presentando una primera
porcién compuesta por un liquido transltcido, viscoso, con pequefas gotas de grasa
denominado gel o tampdn mucoso y otra porcion compuesta por el liquido seminal
y en su seno los espermatozoides. EI semen de conejo estd compuesto por
espermatozoides suspendidos en un liguido denominado protoplasma seminal, el
cual contiene varias substancias segregadas por el epididimo y glandulas anexas.
Presenta ademéas concentraciones de fructosa, acido citrico, inositol, glicerol,
fosforilcolina, ciertas proteinas, iones y pequefas gotas de grasa (Caseiro, 2014 y
Avalos et. al. 2018).



3.4Extraccion seminal

El método ideal para la obtencion de muestras espermaticas no debe implicar
riesgos fisicos para los machos reproductores, ni para el personal encargado de
realizar la recoleccion del eyaculado (Avalos et. al. 2018). Para la obtencion del
semen en esta especie, se utiliza una vagina artificial, similar a la utilizada en otras
especies (vacuno, ovino, etc.), adaptado al tamafio del conejo, ademas se puede
emplear una hembra o maniqui con la finalidad de simular el servicio (Vaca, 2017 y
Vega et. al., 2012).

La temperatura del agua introducida en la vagina artificial debe ser de al menos
45°C lo cual, la cual se pondré en contacto con el revestimiento interno de la vagina
artificial, la finalidad es asemejar la temperatura promedio de la hembra. (Hernandez
et, al., 2012)

3.5Evaluacion Seminal

3.5.1 Evaluacién Macroscopica
Dentro de los parametros a evaluar encontramos

Color: El semen debe ser de color blanco nacarado normal, lo cual indica una buena
calidad seminal. Se deben desechar los eyaculados que presenten una coloracion
distinta como son grisacea, rojiza (por presencia de sangre, debido a lesiones en el
pene o uretra), marrén por contaminaciéon con heces, amarillo por presencia de pus
u orina con mal olor o con sedimentos anormales.

Olor: Sui generis, otra variante de olor se clasifica como mala.

pH: Por lo general se considera normal en valores de 6,0 -7,3, por otro lado,
Hernandez, et. al., 2004 y Gonzalez, 2002 plantean que el valor normal del pH se
considera en un rango de 6,8-7,5. En el semen con valores de pH a partir de 7,2
comienza a observarse disminuida la concentracion, motilidad y viabilidad del
semen. Valores diferentes a estos, nos indican mala calidad seminal. Se realiza con
el uso de un pH metro o papel de tornasol.

Volumen: Se determina mediante la coleccién en tubos graduados, el volumen
debe ser de 0,25-0,3 a 1-1,5 ml. Depende de la época del afio, ya que los valores
mas bajos de rango se obtienen en otofio y los mas altos en primavera. No obstante,
el escaso volumen recogido no es indicativo de baja capacidad reproductiva, puesto
gue, en conejos, los volimenes son pequefos y las concentraciones altas
(Arencibia y Rosario 2009).



Consistencia: La mas deseada es liquida, que no sea acuoso. Para realizar esta
prueba homogenice en primera instancia la muestra de semen lentamente, luego
se toman 20 ul y se deja caer sobre una lamina portaobjeto gota a gota, para lo cual
se dan la siguiente clasificacion:

1. Gota a gota.

2. Forma de filamento.

3. Fluye como el agua (Arencibia y Rosario 2009; Avalos et. al., 2018 y
Rodriguez, 2016).

3.5.2 Evaluacion Microscoépica

Motilidad: Se trata de una de las caracteristicas mas importantes de la célula
espermatica en las contrastaciones seminales, debido a que es imprescindible para
gue se produzca la fecundacién. La técnica de estudio de la motilidad mas utilizada
y a la vez la mas simple, es la valoracion visual del porcentaje de espermatozoides
moviles y la calidad de su movimiento.

Generalmente los espermatozoides pueden presentar dos tipos de movimiento:
1. Movimientos de rotacion (alrededor de su eje)
2. Movimientos progresivos (desplazamiento de la célula)

Concentracion: El recuento de espermatozoides se realiza con la ayuda de un
hemocitémetro o cAmara de Neubauer; para analizar la muestra se hace uso de una
pipeta de Thomas para glébulos blancos la cual se llenada hasta la marca de 0.5
con la muestra espermatica y después con solucién salina al 0.9% hasta la marca
de 1.1 Posteriormente se homogeniza la muestra con la ayuda de una agitacion
vigorosa, se llenan ambos lados de la camara de Neubauer haciendo uso de 10 pl
de la solucion, el recuento se realiza bajo un objetivo de 20-40X del microscopio
optico. Contando en el cuadrante central los espermatozoides cuyas cabezas estan
dentro de la cuadricula central en cinco cuadrados de ambas camaras para obtener
el promedio de ambas.

Posterior al conteo se aplica la siguiente formula:

E x 250, 000
Ezp = 0

En donde:
E= nimero de espermatozoides contados (promedio de ambos lados)
C= numero de cuadros contados (10 =5 por camara)

D= factor de dilucion (1/10)



Viabilidad o Vitalidad: El procedimiento mas habitualmente utilizado para la
valoracién de la vitalidad son las técnicas de tincion vital que permiten diferenciar
los espermatozoides vivos de los muertos debido a la permeabilidad de la
membrana plasmatica a los colorantes vitales (Avalos et. al., 2018; Rodriguez, 2016
y Caseiro, 2014). Para esta evaluaciéon se hace uso de la técnica de tincién con
eosina-nigrosina, que de igual manera se utiliza para la valoracién de la morfologia,
ayudando en la deteccion de cambios en la morfologia o deformaciones. Cuando
las células mueren pierden su capacidad de permeabilidad de membranay permiten
el paso libre de los fluidos, por lo cual los espermatozoides muertos se observaran
al microscopio como tefiidos de rosado y los vivos estaran sin tefiir (Vazquez, 2007).

Para realizar el procedimiento se toman 4 ul de la muestra con espermatozoides y
se mezclan con 4 pl de solucién de eosina al 0.5 % mezclando suavemente y
permitiendo la tincién por dos minutos.

La observacion se realiza con el aumento de 40X en diferentes campos. Se cuentan
al menos 100 espermatozoides en total, haciendo la diferencia entre vivos y muertos
y de esta manera se determina el porcentaje de vitalidad.

A la observacion al microscopio se observa a los muertos de color rosa y los vivos
transparentes siendo visualizados por el fondo negro que forma la nigrosina. La
viabilidad espermatica del 70-80% se considera muy buena, 70% se considera
buena, de 60- 69% es regular y valores por debajo de 60% son malos. (Arencibia y
Rosario, 2009)

4. Objetivos

4.10bjetivo General

Evaluar la influencia de la edad sobre la calidad
seminal de los machos reproductores de la raza
Nueva Zelanda Blanco (Oryctolagus cuniculus)
pertenecientes a UPEAL-Bioterio.

Figura 1. Macho reproductor con

4.2 0bjetivos Especificos L -
caracteristicas fenotipicas deseables

e Disefiar una vagina artificial que permita colectar las muestras seminales de
los machos reproductores

e Evaluar y comparar la calidad de las muestras seminales obtenidas de
machos reproductores y machos para reemplazo

5. Metodologia utilizada



Se evaluaron las muestras de 16 conejos (4 machos reproductores y 12 jovenes
prospectos para reemplazo) albergados en las instalaciones de la UPEAL-BIoterio
de la UAM-Xochimilco (Figura 1y 2).

Las muestras se obtuvieron haciendo uso de una vagina artificial disefiada para esta
investigacion (figura 3 y 4). Los 12 machos jovenes prospectos para reemplazo
(figura 2) recibieron entrenamiento de 20 dias previo al uso de la vagina artificial.

Figura 2. Macho reproductor de
reemplazo con el fenotipo ideal de la raza

El entrenamiento consistié en colocar a una hembra o maniqui en la jaula del macho
con la finalidad de simular una monta (figura 3 y 4), se permitié6 que el macho
intentara montar a la hembra voluntariamente o de lo contrario se ubicaba a la
hembra en posicién de servicio, en ambos casos se retird a la hembra cuando el
macho intentaba la monta; se registraron los datos del nUmero de intentos de monta
y el tiempo en que lo intento, ademas de prepararlos para la presencia y
manipulacion del personal de la UPEAL-Bioterio al momento de la colecta de la
muestra.
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T - I -
Figura 4. Entrenamiento de macho de

reemplazo, haciendo uso de hembra reemplazo, se pretende que se acostumbre a
maniqui y presentando la vagina artificial la manipulacion y a la presencia de la vagina
artificial

Para la obtencién de la muestra se llevé a la hembra o maniqui a la jaula del macho
y cuando el macho intentaba la monta se colocaba la vagina artificial por debajo del
vientre de la coneja de manera tal que el pene del reproductor se introducia en la
vagina artificial.

La evaluacion de las muestras seminales obtenidas se llevd a cabo en el
laboratorio ubicado en las instalaciones de la UPEAL-Bioterio, la cual se dividio en:

e Evaluacion Seminal Macroscépica: Color, aspecto, pH, olor, volumen y
consistencia

e Evaluacion Seminal Microscopica: Concentracion, Motilidad y Viabilidad o
Vitalidad, para la cual se utilizara un microscopio Nikon y una cadmara de
Neubauer

cabeza

Figura 5. En la foto del lado izquierdo podemos observar un espermatozoide de conejo visto con un
objetivo de x2600 y del lado derecho las partes de la cabeza del espermatozoide: ac (acrosoma), r
(nlcleo), se (segmento ecuatorial) y rpac (region postacrosomal) conejo visto con un objetivo de x10,000.
Figura tomada de: World Rabbit Sci (WRS), (2005). Guidelines for the handling of rabbit bucks and semen
International Rabbit Reproduction Group.
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6. Cronograma de actividades

ACTIVIDAD JUL AGO OCT | NOV

Actualizacion de registros

Pesaje semanal de conejos

Programacion de apareamientos y partos

Seleccién de animales para reemplazo e v v v v v v v
investigacion

Elaboracion de reporte de actividades
diarias dentro de la UPEAL - Bioterio v v v v v v v
(Bitacora).

Disefio de vagina artificial

Entrenamiento de machos jovenes v

Recoleccion y andlisis de muestras v v v v
seminales

Recopilacion bibliogréafica v v v viv v

Tabla 1. Cronograma de actividades realizadas del mes de mayo al mes de noviembre en la UPEAL-
Bioterio de la UAM-Xochimilco.

7. Objetivos y metas alcanzados

El objetivo general y los objetivos especificos planteados para este proyecto se
llevaron a cabo, debido a que se logré la obtencién de las muestras seminales
haciendo uso de la vagina artificial, a su vez se evalud y comparo la calidad de las
muestras obtenidas de los machos reproductores y los jévenes prospectos a ser
reemplazo.

Se disefo la vagina artificial con materiales de facil acceso y bajo costo. Con ella
obtuvimos de manera eficaz la toma de muestras sin pérdida o contaminacién del
eyaculado.
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8. Resultados y discusion

Se examinaron las muestras seminales de los 16 conejos machos de la raza Nueva
Zelanda Blanco (NZB) de la UPEAL-Bioterio de la Universidad Auténoma
Metropolitana Unidad Xochimilco (UAM-X); haciendo uso de una vagina artificial
(Imagen 6)

La vagina artificial consta de:

Cuerpo semi rigido de plastico, formado por un tubo de ensaye Falcon de
Corning de 50 mL al cual se le corto la parte inferior, para tener dos aberturas
a las gue se les coloca en el interior un globo que sirve como depdsito de
agua tibia a 45°C (ver figura 6). En una de las aperturas se sitia un tubo
colector (tubo eppendorf 1.5 mL) mientras que la otra permite la entrada del
pene del animal y asi la recoleccién de la eyaculacion. Este cilindro dispone
de un orificio que permite la introduccién de agua caliente, tras llenarse el
espacio disponible se tapa con un corcho y posteriormente se inyecta mas
agua con la finalidad de proporcionar presion (figura 6).

Revestimiento interno: Se utilizaron 2 globos de color blanco colocados en
los bordes del tubo Falcon formando un cilindro, para ello el globo fue cortado
por su extremo anterior, destinada a contener agua caliente que
proporcionard la temperatura adecuada, siendo a partir de 45°C la
temperatura Optima para estimular la eyaculacion sin provocar efectos
adversos sobre los espermatozoides ni la aceptacion del macho. Otro factor
para que la colecta de semen tenga éxito es que haya presion, para simular
la anatomia de la vulva y la vagina de la hembra que ejercen dicha presion
durante la eyaculacion estimulando el glande y el pene (figura 6).

Cuello al colector del eyaculado, consta de una boquilla de un globo con el
fin evitar el contacto con el interior y por lo tanto el shock térmico (figura 6).
Tubo colector del eyaculado, que consta de un tubo eppendorf graduado
(figura 6).

Corcho Tubo Falcon
Globos

Figura 6. En la figura de la izquierda podemos observar las diferentes partes que componen la vagina artificial
Comprenden de un tubo Farlan Corning cortado, globos blancos, ligas, tubo eppendorf y corcho. A la izquierda
podemos observar la vagina artificial ensamblada y lista para su utilizacion.

13



Los métodos de la recoleccion deben garantizar la cantidad de los eyaculados y
garantizar el bienestar animal ya que no debe de representar ningun riesgo y asi
permitir la obtencién de volimenes seminales semejantes a los de monta natural,
asi mismo se debe de evitar tanto la contaminacién como el shock térmico (Ferrain
2007). La temperatura del agua introducida en la vagina artificial debe ser tal, que
al introducir el pene del macho simule la temperatura normal de la hembra;
aproximadamente 38-40 °C (Arencibia 2009).

Entrenamiento de machos de reemplazo

Para obtener las muestras seminales de los conejos jévenes mediante el uso de
una vagina artificial, se requirié de un entrenamiento previo, debido a que estos no
cuentan con experiencia. Se entrenaron durante 20 dias previos a la toma de
muestra seminal con la vagina artificial. Ya que la actividad reproductiva de los
conejos machos inicia a los 6 meses el entrenamiento se inicid a los 5 meses de
edad del animal.

El entrenamiento consistié en el uso de una hembra con receptividad para la monta
a la cual se le denomind como “‘hembra maniqui”. En el entrenamiento se
acostumbra llevar a la hembra maniqui a la jaula del macho para que fuera en su
territorio de esta forma podemos evaluar si el macho intentaba montar a la hembra
y que tiempo le tomaba (Tabla 2).
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Tabla 2. Entrenamiento para intento de monta

Numero de macho | Tiempo promedio Intentos de
de reemplazo aintento de monta exitosa
monta
4.0 minutos 5
2 2.5 minutos 14
3* 51 segundos 18
4* 17 segundos 20
5 3.0 minutos 11
6* 10 segundos 15
7* 23 segundos 17
8* 15 segundos 14
9 5.0 minutos 8
10 5.0 minutos 2
11** 5.0 minutos** 0**
12* 1.5 minutos 16

Tabla 2. Tiempo promedio a intento de monta e intentos de monta exitosa por macho joven
durante el entrenamiento de 20 dias, previo a la toma de muestra con vagina artificial.

Durante el entrenamiento se dieron 5 minutos como como tiempo limite para que el
macho intentara montar a la hembra maniqui, dando como resultado que el 50% de
los machos de reemplazo (conejos 3,4,6,7,8 y 12) mostraron mayor interés en
intentar la monta en un tiempo promedio menor a 1.0 minuto y mas del 50% de
intentos de monta exitosos, en comparacion al 41.7% de los machos de reemplazo
(conejos 1, 2, 5, 9, 10) quienes mostraron de un 5 a un 50% interés en intentar la
monta, no obstante los intentos se hicieron con tiempos promedio mayores a 2.5
minutos. Y finalmente se tiene al conejo 11 que representa el 8.3% de machos que
no intentaron montar tras 20 dias de entrenamiento e incluso dejando mas de 5.0
minutos a la hembra maniqui en la jaula.

Extraccion y analisis de las muestras seminales

En el momento de la extraccién se llevo la hembra a la jaula del macho. Se ubica la
hembra maniqui esperando a que el macho intente montar o de lo contrario se ubica
a la misma en posicién de servicio, cuando el macho intenta la monta se coloca la
vagina artificial por debajo del vientre de la coneja, de manera tal que el pene del
reproductor se introduzca en la vagina artificial (Arencibia 2009).

Se extrajeron 3 muestras seminales con vagina artificial de 15 conejos, debido que
el conejo No. 11 continio mostrando nulo interés en intentar la monta (Tabla 4).
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Posterior al disefio de la vagina artificial y entrenamiento de los jévenes se procedid
a la extraccion y analisis de las muestras seminales, que debido a las caracteristicas
del semen el andlisis se dividio en 2:

1. Caracteristicas Macroscopicas

Son aquellas caracteristicas que el evaluador puede examinar a simple vista, como
son el color, olor, volumen, pH y consistencia.

En las muestras seminales se observd que 15 de las 15 muestras obtenidas
mostraron un color Blanco Nacarado y un olor Sui generis (figura 7); no obstante,
Vasquez y Vasquez 2007, consideran que el olor de una muestra seminal normal
se relaciona con el olor del hipoclorito de sodio, (Tabla 3y 4).

Tabla 3. Evaluacién macroscopica de las muestras seminales obtenidas de machos reproductores

Macho Edad Volumen pH Consistencia
reproductor (afios) (ml promedio)

1- H7 3 Blanco nacarado Sui generis 0.7 7 1

2- CV6 2 Blanco nacarado Sui generis 1.6 7 1

3- H9 3 Blanco nacarado Sui generis 1.2 8 2

4- H8 3 Blanco nacarado Sui generis 0.6 7 1

Se midi6 el pH de las muestras seminales obtenidas con un papel tornasol, se
obtuvieron valores de pH de 6 y 7, lo cual se encuentra dentro de los parametros
aceptables. No obstante, Hernandez, et. al., 2004 y Gonzalez, 2002 plantean que
valores dentro del rango de 6,8 - 7,5 se consideran “normales”, sin embargo, se
observan cambios en la concentracion y motilidad con valores de pH a partir de 7,2,
en donde la viabilidad espermética se ve afectada y resulta en la disminucion de la
calidad seminal.
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Figura 7. Del lado izquierdo observamos muestras seminales obtenidas de machos adultos de 2
afios de edad las cuales muestran volumenes de 1 ml o menos y una coloracion nacarada con
presencia de espuma. Del lado derecho observamos muestras seminales de machos jovenes de 6
meses de edad los culaes presentan volumenes de 1.2 ml o0 mdas y una coloracidn blanco nacarado
uniforme.

Tabla 4. Evaluacion macroscopica de las muestras seminales obtenidas de machos de reemplazo

Macho Edad Color Volumen pH | Consistencia
((QESES) (mL

promedio)

reemplazo

1 6 Blanco nacarado | Sui generis 0.7 6 1
2 6 Blanco nacarado | Sui generis 0.5 7 2
3 6 Blanco nacarado | Sui generis 1.0 7 1
4 6 Blanco nacarado | Sui generis 1.2 7 1
5 6 Blanco nacarado | Sui generis 0.6 7 2
6 6 Blanco nacarado | Sui generis 0.7 7 1
7 6 Blanco nacarado | Sui generis 14 7 1
8 6 Blanco nacarado | Sui generis 1.0 7 1
9 6 Blanco nacarado | Sui generis 1.0 7 2
10 6 Blanco nacarado | Sui generis 0.6 8 1
11 6 - - - - -
12 6 Blanco nacarado | Sui generis 1.0 7 1

La consistencia deseada es aquella que es liquida pero no acuosa, para evaluar la
consistencia (Tabla 3, 4 y 5) se utilizé la clasificacion descrita por Arencibia y
Rosario 2009; Avalos et. al., 2018 y Rodriguez, 2016, la cual se describe en la

siguiente tabla (Tabla 5):
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Tabla 5. Clasificaciéon de la consistencia seminal

Clasificacion Caracteristica vista  Descripcion
en la evaluacion
1

Gota a gota Consistencia seminal deseada en un macho reproductor

Forma de filamento | Consistencia seminal a considerar en un macho
reproductor o macho de reemplazo, ya que comienza a
disminuir la calidad

3 Fluye como agua Consistencia seminal no deseable, la calidad esta por
debajo de los pardmetros para considerarse un macho
reproductor o de reemplazo

EL 73% de las muestras seminales (11 n) obtuvieron 1 (Gota a gota) en la
clasificacion propuesta por Arencibia y Rosario 2009; Avalos et. al.,, 2018 y
Rodriguez, 2016 (Tabla 5) demostrando que es liquida pero no acuosa, ademas se
observa que el 27% de las muestras (4) seminales obtuvieron 2 (Forma de
filamento) en la clasificacion propuesta por Arencibia y Rosario 2009; Avalos et. al.,
2018 y Rodriguez, en donde el 75% pertenece 3 de los a los machos jévenes de
reemplazo quienes a pesar de haber recibido el entrenamiento y estar en edad
reproductiva adn no estan capacitados para ser utilizados como machos
reproductores y el 25% pertenece al conejo H9, en el cual posiblemente la edad de
3 afios sea un factor que influya en la calidad seminal, lo cual se corroboré mas con
el analisis microscopico.
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2. Caracteristicas Microscopicas

Aquellas caracteristicas que requieren de un microscopio para ser visualizadas y
evaluadas como son la motilidad, la viabilidad y la concentracién, en esta Ultima se
hace uso ademas de una camara de Neubauer.

Motilidad

Existen varias técnicas de estudio de la motilidad, pero la mas utilizada y, la mas
simple a la vez, es la valoracién visual del porcentaje de espermatozoides moviles
y la calidad de sus movimientos (Caseiro, 2014).

Figura 8. En esta imagen se aprecian los Figura 9. Se aprecian movimientos

movimientos de rotacion de los lineales, debido a que los espermatozoides

espermatozoides se encuentran en forma lineal, a diferencia
de laimagen 8

EL 80% de los machos presenta movimiento progresivo lo que refleja que las células
espermaticas se trasladan de forma normal (figura 8) a diferencia del 20% de los
machos reproductores en los cuales se observo (figura 9) que los espermatozoides
giraban sobre su propio eje sin desplazamiento (tabla 6 y 7).

Tabla 6. Caracteristicas Microscépicas de los machos reproductores

Macho Edad Motilidad Viabilidad Concentraciéon
reproductor (afos)

5- H7 3 Mov. progresivo 165
80%

6- CV6 2 Mov. progresivo 90% 210

7- H9 3 Mov. de rotacion 65% 150

8- H8 3 Mov. progresivo 75% 170
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Viabilidad

Después de someter a proceso de tincion las
muestras seminales de los 15 machos; se
obtuvo como resultado que el 60% de las
muestras seminales obtuvieron una vialidad
igual o superior al 75%, no obstante, el 40%
presentaron viabilidad igual o inferior al 72%
(figura10y 11). Lo cual concuerda con Arencibia
y Rosario 2009 quienes mencionan que una
viabilidad espermatica del 70-80% se considera
muy buena, 70% se considera buena, de 60-
69% es regular y valores por debajo de 60% son
malos, cabe resaltar que en los machos con
viabilidades superiores al 75% se observaron ,

. L. . espermatozoides muertos de color rosa y los
concentraciones  espermaticas |guales 0 \yivos transparentes, sobre un fondo negro que
superiores a 170 mill/ml. forma la negrosina (Avalos, 2018).

Figura 10. Al microscopio se observan

Figura 11. Muestra seminal de conejo macho adulto de 3 afios. Se
observan en mayor cantidad espermatozoides tefiidos de rosa lo cual
muestra la mortalidad de los mismos.

Concentracién

Se llevo a cabo el conteo en la camara de Neubauer de las 15 muestras seminales
y se obtuvo como resultado que solo el 43% de los machos evaluados obtuvieron
una concentracion igual o superior a 185 x10° mL, el 57% restante obtuvieron una
concentracion con un limite inferior de 178 mill/ml hasta los 150 x10° mL lo cual
concuerda con Vicente et. Al., 2014, quienes mencionan que se sitla en torno a
150-250 x10° mL con variaciones genéticas, estacionales, condiciones ambientales
y el manejo, por otra parte, Arencibia y Rosario 2009; menciona que la
concentracion espermatica normal en el semen oscila entre 50-250 x 10°
espermatozoides/ml, y por otro lado Rodriguez, 2016, obtuvo en su estudio
muestras seminales con concentracion espermatica de 145-230x10° mL.
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Tabla 7. Caracteristicas Microscopicas de los machos de reemplazo

Macho de Motilidad Viabilidad Concentracién

reemplazo

6 . progresivo

2 6 Mov. de rotacion 50% 178
3* 6 Mov. progresivo 80% 215
4* 6 Mov. progresivo 80% 200
5 6 Mov. de rotacion 45% 168
6* 6 Mov. progresivo 80% 210
7 6 Mov. progresivo 85% 185
8* 6 Mov. progresivo 85% 195
9 6 Mov. progresivo 45% 150
10 6 Mov. de rotacion 30% 168
11 6 - - -

12* 6 Mov. progresivo 80% 195

9. Conclusiones

En conclusidn, se logro extraer las muestras seminales de 4 machos reproductores
y 11 machos de remplazo haciendo uso de la vagina artificial, considerandose una
manera poco invasiva tanto para el macho como para la hembra, evitando perturbar
el bienestar de los machos reproductores, asi como una experiencia traumatica para
los machos de reemplazo.

Se demostr6 ademas que el espermiograma puede ser utilizado como método
complementario para la seleccién de machos de reemplazo, asi como la valoracién
de los machos reproductores de la unidad de produccion.

El 50% de los machos de reemplazo evaluados cumplen los parametros para
considerarse como machos de reemplazo, demostrando asi ademas que el
espermiograma se puede considerar como un método de evaluacion
complementario previo a la seleccién de machos de reemplazo. Los machos No. 3,
4, 6, 7,8 y 12 mostraron los mejores tiempos para intentar montar y 50% o0 mas
intentos de monta exitoso (tabla 2) asi como caracteristicas macro (tabla 4) y
microscopicas (tabla 7) deseables en un macho de reemplazo el cual puede ser
utilizado en un futuro como macho reproductor.

El macho reproductor H9 mostro que a pesar de tener caracteristicas fenotipicas
(apariencia fisica) bastante aceptables en un macho reproductor, tiempo promedio
de intento de monta de 17 segundos y las caracteristicas visibles de las muestras
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seminales dentro de los pardmetros, tras su evaluacion microscopica resulto en ser
una muestra seminal deficiente, debido a que presenta una la concentracion de 150
millones/ml, una viabilidad espermatica del 65% relacionado al pH de 8 y ademas
una motilidad esperméatica en movimientos de rotacion; uno factor a considerar es
la edad, ya que es uno de los machos con 3 aflos de edad al momento de hacer el
estudio. En este caso el espermiograma se podria considerar un método de
evaluacion a los machos reproductores que se tienen en la unidad de produccion,
evitando asi montas improductivas.

Este trabajo de investigacion fue presentado en el Congreso Internacional
FeSAHANCCCAL-APCAL PANAMA, llevado a cabo en noviembre de 2023 en la
ciudad de Panama con el titulo: “Seleccion de machos reproductores Nueva
Zelanda Blanco en la Unidad de Produccién y Experimentacion de Animales de
Laboratorio — Bioterio de la UAM-Xochimilco, utilizando el espermograma como
método complementario”.

10.Recomendaciones

Continuar con el uso de espermiogramas y otros métodos complementarios para
la evaluacion de la fertilidad de los machos reproductores.

Realizar evaluaciones periodicas de los machos reproductores para evitar el uso de
machos con caracteristicas fenotipicas atractivas, pero con caracteristicas
seminales deficientes.

Evaluar mediante el uso del espermiograma a los machos de reemplazo para
seleccionar los machos con caracteristicas fenotipicas atractivas y caracteristicas
seminales dentro de los parametros aceptables.

Descartar animales mayores de 3 afios que ya cumplieron con su fin zootécnico.
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