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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar el empleo de MIII©, un diluyente económico empleado para

conservar semen de verraco, con respecto a dos diluyentes de semen de conejo, Lepus© y Tris-ácido

cítrico (TCG), respectivamente, sobre las características cualitativas in vitro de los espermatozoides

de conejo almacenados hasta 72 horas a 15º C. Para este estudio se emplearon seis pooles de semen

(n= 5-6 eyaculados/pool) recogidos con vagina artificial de 30 machos adultos. La concentración

espermática fue evaluada con la cámara de Thomas-Zeiss y cada pool se dividió en 3 alícuotas, las

cuáles se diluyeron con Lepus©, MIII© y TCG respectivamente, a una concentración de 30 x 106

espermatozoides/ml de diluyente. La motilidad espermática total, la motilidad progresiva rectilínea,

la viabilidad (procedimiento de SYBR-14/Propidium Ioduro) y la integridad del acrosoma (procedimiento

PSA-FITC) se determinaron a las 3, 24, 48 y 72 h de conservación. El semen conservado durante

72 horas presentó peores características cualitativas en todos los diluyentes empleados, aunque con

los diluyentes TGC y MIII© el deterioro fue menor. Después de 3 horas de almacenamiento, todos

los parámetros fueron mejores con los diluyentes TGC y MIII© comparados con el diluyente Lepus©,

pero no se detectaron diferencias significativas. Pasadas 24 horas, la motilidad espermática total

(TSM) (P<0.05), la motilidad progresiva rectilínea (FPM)(P<0.05) y la integridad acrosómica (P<0.05)

fueron significativamente más elevadas en los diluyentes TGC y MIII© comparados con Lepus©,

mientras que no existieron diferencias significativas en la viabilidad entre los tres diluyentes. Además,

después de 48 y 72 horas, la TSM (P<0.01), la FPM (P<0.01), la viabilidad (P<0.01) y la integridad

acrosómica (P<0.05) fueron mejores en los diluyentes TCG y  MIII©. Nuestros resultados muestran

que la calidad del semen conservado con TGC y MIII® fue similar. No obstante, el diluyente de semen
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de verraco, de precio más bajo, se puede emplear para conservar semen de conejo ya que mantiene

la calidad del mismo durante su almacenamiento in vitro. Aunque se necesitan más estudios que

confirmen su eficacia in vivo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the effect of MIII©, a cheap boar semen diluent, respect to

two extenders used for the dilution of rabbit semen, Lepus® and Tris-citric acid (TCG) diluent

respectively, on in vitro qualitative characterisics of rabbit spermatozoa stored for up 72 h at 15°

C. 6 pools of semen (n 5-6 ejaculates/pool) collected via artificial vagina from 30 hybrid mature males

were used. Sperm concentration was evaluated with a Thoma-Zeiss chamber and each pool was

divided into 3 aliquots which were diluted with Lepus®, M III® and TCG diluents, respectively, to a

concentration of 30 x 106 spermatozoa/ml diluent. Total sperm motility, forward progressive motility,

viability (SYBR-14/Propidium Iodide procedure) and acrosome integrity (PSA-FITC procedure) were

recorded at 3, 24, 48 and 72 h of storage The storage of rabbit semen for 72 h worsened the quality

characteristics of semen with the different extenders although the semen with TGC and M III diluents

was less deteriorated during storage. After 3 h of storage, all the parameters were better with TGC

and M III® compared to Lepus® extender, but not significant differences emerged. After 24 h

significantly higher were the TSM (P<0.05) and FPM (P<0.05) and acrosome integrity (P<0.05) both

in TGC and M III® diluents compare to Lepus® one, while not significant differences for viability were

observed between extenders. Also after 48 and 72 h better values of TSM (P<0.01), FPM (P<0.01),

viability (P<0.01) and acrosome integrity (P<0.05) were found in TGC and M III® respect to Lepus®

one. Our results suggest clearly that the quality of the semen stored with TCG and MIII was comparable.

Therefore, a commercial boar semen extender of reduced cost and of practical use, seems to be

effective to preserve the rabbit semen quality during in vitro storage, although studies are necessary

to confirm in vivo its efficacy.

INTRODUCCIÓN

La inseminación artificial (IA) de conejas está ampliamente extendida en los países europeos,

obteniéndose resultados de fertilidad comparables a los de monta natural, cuando se utiliza semen

fresco diluido 6-12 horas después de la recogida (Alabiso et al., 1996). En condiciones normales, en

las explotaciones de conejos, la inseminación artificial se realiza a las pocas horas de la recogida del

semen y se limita a las hembras de la misma granja donde se encuentran los machos. Aunque, en

los últimos años se han realizado progresos significativos en las técnicas de conservación (Roca et

al., 2000; Nagy et al., 2002; López-Gautius et al., 2005) y en los protocolos de congelación (Mocé

et al., 2002; 2003; 2005; Si et al., 2006) para el semen de conejo, la calidad del semen almacenado

y por consiguiente, la fertilidad y prolificidad obtenidas, son inferiores a las que se obtienen con

semen fresco y no son adecuadas en los actuales sistemas de producción. Las investigaciones que

se han realizado se han centrado en definir diluyentes de características óptimas. La elección de un

diluyente no sólo se realiza por sus implicaciones productivas sino también por las implicaciones

económicas de su uso: disponer de un diluyente barato capaz de conservar las cualidades del semende

conejo durante la conservación podría ser un objetivo de la industria productora de conejos, reduciendo

los costes de inseminación sin afectar a los parámetros productivos.

El objetivo de este estudio fue comparar el empleo de MIII©, un económico diluyente de semen de

verraco, y dos diluyentes de semen de conejo, Lepus® y Tris-ácido cítrico (TCG), valorando la calidad

in vitro de espermatozoides de conejo almacenados durante 72 horas a 15ºC.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Dos eyaculados consecutivos se recogieron mediante vagina artificial de 30 conejos híbridos adultos

alojados en una granja comercial. Después de la recogida del semen se eliminó la fase gelatinosa

del mismo. Los eyaculados individuales de mezclaron en 6 pooles de semen, cada uno de 5-6 machos.

Estos pooles se dividieron más tarde en tres alícuotas y cada una de ellas se prediluyó 1:1 en uno

de los siguientes diluyentes: MIII® (Minitüb Abfüll, Germany), un diluyente comercial de verraco que

contiene gentamicina como antibiótico, Lepus®, un diluyente comercial de semen de conejo (Medi

Chimica, RE, Italy) y TCG, elaborado según Viudes-de Castro et al., (1999),  respectivamente. El

diluyente TCG estaba compuesto de  0,25 M de Tris[hydroxymetill]aminometano, 88 mM de ácido

cítrico, 47 mM de D (+) glucosa y 80 mg/l de kanamicina, pH 7,1, con una  presión osmótica de 300

mOsm/l. Todos los componentes empleados para preparar este diluyente fueron obtenidos en Sigma.

La composición cuantitativa de los medios MIII® y Lepus® es desconocida debido a intereses

comerciales y su pH fue de 7,2 y 7,3 , respectivamente.

La concentración espermática se determinó con la cámara de recuento celular Thoma-Zeiss (Marienfield,

Germany), y la concentración final de cada muestra se ajustó a  30 x 106 espermatozoides/mL con

el diluyente empleado en la predilución. Las muestras se introdujeron en un refrigerador a 15º C y

se almacenaron allí durante 72 horas. La motilidad espermática total (TSM), la motilidad progresiva

rectilínea (FPM), la viabilidad y la integridad acrosómica de los espermatozoides se analizaron a las

3, 24, 48 y 72 horas del almacenamiento.  La TSM y la FPM se determinaron según Roca et al. (2000).

La viabilidad espermática se analizó mediante una técnica de doble tinción que emplea Sperm SYBR-

14 y Propidium Ioduro (PI) como colorantes, según describen Garner and Johnson (1995). La viabilidad

espermática se determinó con un kit (Molecular Probe, Eugene, OR, USA). Brevemente, 0,5 ml de

semen diluido (30 x 106 espermatozoides/ml) se incubaron con 0,50 ul 5fl de SYBR-14 (0,1 mg/ml

DMSO) durante 10 minutos y después con 2 ul 5fl de PI (4 mg/ml PBS) durante 5 minutos a  36°C.

Se contaron al menos 200 espermatozoides con el microscopio de fluorescencia, usando el objetivo

de inmersión (x100). Las células vivas emiten un brillo fluorescente de color verde y las muertas,

de color rojo. El porcentaje de espermatozoides viables se calculó según la siguiente ecuación: células

verdes/(células verdes + células rojas) x 100.  La integridad del acrosoma se determinó según el

método de Mendoza et al. (1992): 10 ul 5fl de semen diluido se extendieron sobre un porta-objetos;

después de secarse, las extensiones espermáticas se introdujeron en metanol (Sigma) durante 15

minutos y luego se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en una cámara oscura

con una solución de FITC-conjugado PSA (Sigma; 50 ul 5fg/ml PBS). Los portaobjetos se lavaron

después con agua destilada para eliminar el exceso de producto no unido. Después de secarse, las

preparaciones se examinaron inmediatamente con un microscopio de epifluorescencia y con el objetivo

de inmersión (x 100). Los espermatozoides con el acrosoma intacto, cuyo color era verde brillante,

se contaron en un total de al menos 200 células espermáticas y el porcentaje de integridad acrosómica

se calculó según la ecuación: células con acrosoma intacto/(células con acrosoma intacto + células

con acrosoma no intacto) x 100. Los resultados de motilidad, viabilidad e integridad del acrosoma,

transformados mediante el arcoseno, se analizaron mediante un ANOVA usando el procedimiento de

mínimos cuadrados y el modelo general lineal del  SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, US, 2003).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados de la motilidad espermática total, la motilidad progresiva espermática, la viabilidad

y la integridad del acrosoma se muestran en las Figuras 1, 2, 3 y 4, respectivamente.
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Estos resultados, por un lado confirman la capacidad de los diluyentes del tipo Tris-acetato para

conservar la calidad del semen durante su almacenamiento, y por otra, que el MIII®, un diluyente

comercial de coste reducido y de uso práctico, parece ser eficaz para el mismo fin. Sin embargo, se

necesitan más estudios para confirmar la eficacia de este diluyente de verraco in vivo, con el objeto

de introducirlo en las granjas comerciales para reducir los costes de la inseminación.
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La calidad del semen de conejo conservado durante

72 horas fue empeorando con los tres diluyentes

estudiados, aunque el semen diluido con TGC y

MIII® se deterioró menos durante este periodo de

conservación.

Después de 3 horas de conservación, no se

observaron diferencias significativas entre los tres

diluyentes.

A las 24 h, la TSM (P<0.05), la FPM (P<0.05) y la

integridad acrosómica (P<0.05), fueron

significativamente mas elevadas en el semen diluido

con TGC y MIII® comparado con el diluido en

Lepus®, mientras que no se observaron diferencias

significativas para la viabilidad.

A las 48 y 72 horas TSM (P<0.01), FPM (P<0.01),

viabilidad (P<0.01) e integridad acrosómica (P<0.05)

fueron mejores en el semen diluido en TGC y MIII®,

con respecto a Lepus®.

Nuestros resultados sugieren claramente que el

semen diluido en TGC y MIII® presenta mejores

características cualitativas después de un tiempo

de conservación, que el diluido en Lepus®. Estudios

previos han mostrado que con TGC las cualidades

del semen se mantenían en mejores condiciones

que con otros diluyentes con Tris (Roca et al.,

2000). La calidad del semen conservado con TGC

y MIII® fue similar. Esto podría ser debido al hecho

de que MIII®, aunque es un diluyente disponible

para semen de verraco, además es también capaz,

como el TGC, de aportar nutrientes que los

espermatozoides necesitan para sus necesidades

metabólicas, aportando protección frente a las

variaciones de pH y asegurando una presión osmótica

adecuada para que el espermatozoide pueda

sobrevivir durante una conservación de 72 horas.

Nagy et al. (2002), demostraron que un diluyente

de verraco comercial (Piglet Bt., Hungary), era igual

de eficaz en la preservación de la viabilidad y de la

integridad acrosómica del semen de conejo

almacenado durante 72 h a 5º C, cuando se añadía

gelatina a este diluyente.
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