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Evaluacion de diluyentes para la refrigeracion de semen
de conejo (Oryctolagus cuniculus)

Evaluation of extenders for the cooling of rabbit semen (Oryctolagus cuniculus)

Camila Suarez A.', Aaron Sierra P.!, David Restrepo M.!,
Juan E. Duque C.2, Giovanni Restrepo B.!?

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el uso de diferentes diluyentes para la
refrigeracion de semen de conejo y su efecto sobre la calidad espermatica. Se utilizaron 30
muestras de semen de 10 conejos (Oryctolagus cuniculus) sexualmente maduros. Cada
muestra se diluy6 separadamente en proporcion 1:10 en cuatro diluyentes, compuestos
por leche descremada y azucares (T1); dextrosa, citrato sddico y acetato potasico (T2);
caseinatos de sodio, fosfatos y azucares (T3); y tris-acido citrico y yema de huevo (T4).
El semen se mantuvo a 16 °C durante 72 horas. Al momento de la dilucién y cada 24 horas
se evaluo la movilidad total (MT), la movilidad progresiva (MP) y la cinética espermatica
con el sistema Sperm Class Analizer®, y la viabilidad y la morfologia mediante la tincioén
con eosina-nigrosina. El andlisis estadistico se realizd mediante modelos mixtos y la
comparacion de medias por la prueba de Duncan. Al momento de la dilucién (0 h), se
observé una MT inferior para T2 y T4 en comparacién con T1y T3 (p<0.05). Este mismo
efecto se observo a las 24 h de refrigeracion, mientras a las 48 h la MT fue inferior para T2,
respectoaT1, T3 y T4 (p<0.05). La MP fue igualmente superior para Tl y T3 alas0, 24y
48 h (p<0.05). Se hallé un descenso en la morfologia normal a las 72 h para T4 (p<0.05). Se
observo una mayor conservacion de la viabilidad en el tiempo para T1 y T3 (p<0.05). Se
concluye que los diluyentes compuestos por leche descremada o caseinatos con azucares
protegen de forma mas eficiente los espermatozoides de conejo conservados mediante
refrigeracion.
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The aim of this research was to evaluate the use of different extenders for cooling of
rabbit semen and its effect on sperm quality. Thirty semen samples from 10 sexually
mature rabbits (Oryctolagus cuniculus) were used. Each sample was diluted separately
ina 1:10 ratio in four extenders, composed of skim milk and sugars (T1); dextrose, sodium
citrate, and potassium acetate (T2); sodium caseinates, phosphates and sugars (T3); and
tris-citric acid and egg yolk (T4). The semen was kept at 16 °C for 72 hours. At the time of
dilution and every 24 hours, total motility (MT), progressive motility (MP) and sperm
kinetics were evaluated with the Sperm Class Analyzer® system, and vitality and
morphology were evaluated by the eosin-nigrosin staining. Statistical analysis was
performed using mixed models and the comparison of means by the Duncan test. At the
time of dilution (0 h), a lower MT for T2 and T4 was observed (p<0.05). This same effect
at 24 h of cooling was observed, while at 48 h the MT was lower for T2, compared to T1,
T3 and T4 (p <0.05). The MP was equally higher for T1 and T3 at 0, 24 and 48 h (p<0.05).
A decrease in normal morphology at 72 h for T4 was found (p<0.05). Greater preservation
of the viability over time for T1 and T3 was observed (p<0.05). It is concluded that the
extenders composed by skim milk or caseinates, and sugars, protect more efficiently the

rabbit semen preserved by refrigeration.
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INTRODUCCION

El aumento en la demanda comercial de
carne de conejo a nivel mundial ha llevado a
muchos criadores a establecer la insemina-
cion artificial como el método mas eficiente para
el manejo reproductivo (Rosato y laffaldano,
2011). El éxito de la inseminacion artificial esta
estrechamente relacionado con el uso de
diluyentes que mantengan la viabilidad de los
espermatozoides (Kaka et al., 2015). Por esta
razon, ha sido indispensable establecer proto-
colos de conservacion de semen, asi como
reconocer los diluyentes mas adecuados para
preservar las caracteristicas seminales (Di
Iorio et al., 2014; Johinke et al., 2014).

Las temperaturas usadas en los proce-
sos de refrigeracion de semen de conejo han
sido muy variables, desde 4 °C (Aksoy et al.,
2010) y 5 °C (Di lorio et al., 2014; Mocé y
Vicente, 2002) hasta 15 °C (Lopez-Gatius et
al.,2005; Roca et al., 2000) y 18 °C (Lopez
y Alvarino, 1998). Asi mismo, se han utiliza-
do tiempos maximos de refrigeracion, desde

72 h (Di lorio et al., 2014) y 96 h (Aksoy et
al., 2010), hasta tiempos tan prolongados
como 240 h (Lopez-Gatius et al., 2005).

Aunque los componentes de los
diluyentes para la criopreservacion de semen
son bastante similares entre especies, los
espermatozoides presentan peculiaridades
propias de las especies que se requiere
optimizar los diluyentes para cada especie en
particular (Mocé y Vicente, 2009). En el co-
nejo se agregan crioprotectores permeables
a las soluciones de congelacion, solas o en
combinacion con agentes no penetrantes, pro-
teinas o sacarosa (Rosato y Iaffaldano, 2013).
Para la congelacion seminal se utilizan usual-
mente diluyentes a base de tris-acido citrico,
glucosa y yema de huevo (El-Seadawy et al.,
2017; Lavara et al., 2017) o lecitinas de soya
(Nishijima et al., 2015).

Para la refrigeracion de semen de co-
nejo se han evaluado diferentes formula-
ciones en los diluyentes, como aquellas basa-
das en Tris (tris- [hidroximetil] aminometano),
acido citrico, glucosa, fructosa, HEPES (aci-
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do 4- [2-hidroxietil] -1-piperazina-metano-
sulfonico) y yema de huevo (Roca et al.,
2000; Aksoy et al., 2010; Lopez-Gatius et al.,
2005). Asi mismo, se dispone de diluyentes
comerciales para semen de conejo basados
en dextrosa, citrato sodico y acetato potasico;
sin embargo, no se encuentran estudios so-
bre sus implicancias en la calidad y la fertili-
dad del semen refrigerado.

Otras sustancias usadas en la conser-
vacion de semen son los caseinatos, los cua-
les han sido efectivos en garantizar la longe-
vidad de los espermatozoides en el enfria-
miento. Se conoce su efecto favorable en el
mantenimiento de la movilidad espermatica y
la integridad de la membrana plasmatica, e
incluso en el incremento de algunos
parametros cinéticos del semen equino (La-
gares et al., 2012; Martins et al., 2016); sin
embargo, no existen reportes de su uso en el
semen de conejo. Con base a esto, el objeti-
vo de esta investigacion fue evaluar diferen-
tes diluyentes para la refrigeracion de semen
de conejo y su efecto sobre la calidad
espermatica.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de semen

Se utilizaron 10 conejos machos
(Oryctolagus cuniculus) sexualmente ma-
duros de la raza ruso grande, también cono-
cido como californiano, con edades entre los
6 y 18 meses, ubicados en una produccion
cunicola en el municipio de Marinilla
(Antioquia, Colombia) con una temperatura
ambiente de 20 °C. Los animales tuvieron
actividad reproductiva constante, fertilidad
comprobada mediante crias nacidas vivas y
eran alimentados dos veces al dia con con-
centrado comercial. El semen fue colectado
mediante una vagina artificial modelo PLQ-
135 (Pledge Agro, China), la cual contenia
agua aproximadamente a 42 °C y utilizando
una coneja para estimular al macho durante
la colecta. Se colectaron tres eyaculados por
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conejo, dando un total de 30 muestras
seminales. Solo los eyaculados que poseian
mas del 70% de espermatozoides moéviles
totales fueron utilizados en el experimento
(Mocé et al., 2010).

Dilucién y Refrigeracion del Semen

Cada muestra de semen se diluy6 se-
paradamente en proporcion 1:10 en cuatro
diluyentes (tratamientos), compuestos por:
leche descremada y azucares (T1); dextro-
sa, citrato sodico y acetato potasico (T2);
caseinatos de sodio, fosfatos y azucares (T3);
y tris-acido citrico y yema de huevo (T4). El
semen diluido se someti6 a refrigeracion a
16 °C, (basado en los trabajos de Lopez-
Gatius et al. [2005] y Roca et al. [2000])
durante tres dias (72 horas), evaluandose la
movilidad, la vitalidad y la morfologia
espermatica a las 0, 24, 48 y 72 h de refrige-
racion.

La movilidad espermatica se evalud
mediante el sistema computarizado Sperm
Class Analyzer (SCA®v. 5.1, Microptic, Es-
pafia). Se utiliz6 un microscopio de contraste
de fase (Eclipse E200, Nikon, Jap6n) con una
camara digital (Scout SCA780, Basler, USA).
Se establecio una configuracion especifi-
ca para el software de: cubreobjetos de
20x20 mm, éptica en lente de ph-, gota de
7 ul, especie conejo y platina térmica a 37 °C.
Se evaluo la movilidad total (MT), movilidad
progresiva (MP), velocidad rectilinea (VSL),
velocidad curvilinea (VCL), velocidad media
(VAP), espermatozoides rapidos, amplitud
lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de
batido de la cola (BCF). La morfologia y la
vitalidad espermatica se evaluaron mediante
la prueba de eosina-nigrosina (El-Seadawy
et al., 2017). Para esto, en un portaobjetos
se mezclo una gota de semen y una gota de
eosina-nigrosina (Sigma-Aldrich, USA), y se
realiz6 un extendido. La evaluacion individual
de 200 espermatozoides se hizo en un mi-
croscopio de contraste de fase Eclipse E200
(Nikon, Japon).
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Figura 1. Movilidad total del semen de conejo refrigerado con diferentes diluyentes. T1: leche
descremada y aziicares. T2: dextrosa, citrato sodico y acetato potasico. T3: caseinato
de sodio, fosfatos y azicares. T4: tris-acido citrico y yema de huevo. Letras diferen-
tes para cada tiempo de evaluacion indican diferencia significativa entre tratamientos

(p<0.05)

Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizo mediante
el ajuste de modelos mixtos. Se evalud la nor-
malidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk
y se realizo la comparacion de medias por la
prueba de Duncan. Se establecio un nivel de
significancia de p<0.05. Los analisis se reali-
zaron con el programa estadistico SAS v. 9.2
(SAS Inst, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

El almacenamiento prolongado del se-
men de conejo en condiciones de refrigera-
cion causa el deterioro gradual de la calidad
y de la fertilidad (Roca ef al., 2000; Lopez-
Gatius et al., 2005; Rosato y Iaffaldano,
2013). En esta investigacion se encontr6 un
maximo deterioro de la movilidad total (Figu-
ra 1) y la movilidad progresiva (Figura 2) de

los espermatozoides con el diluyente a base
de dextrosa, citrato sodico y acetato potasico
(T2). Este, en las primeras 48 h tuvo una ca-
pacidad de conservacion de la movilidad si-
milar al diluyente formulado con tris-acido citri-
co y yema de huevo (T4). Por otro lado, se
encontro un efecto superior para la proteccion
de la movilidad de los diluyentes compuestos
por azucares, acompafiados ya sea por leche
descremada (T1) o caseinato de sodio (T3).
Dicho efecto se redujo en periodos de refrige-
racion superiores a las 48 h. El dafio de los
espermatozoides durante la refrigeracion ha sido
descrito como un factor que limita los progra-
mas de inseminacion artificial, dado el corto
periodo que se puede almacenar el semen de
congjo (laffaldano et al., 2010).

Se conoce que el uso de leche descre-
mada ultra-pasteurizada (UHT) para la dilu-
cion del semen de conejo produce valores
superiores de espermatozoides moviles y con
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Cuadro 1. Pardmetros cinéticos del semen de conejo refrigerado con diferentes

diluyentes.
T/H 0h 24 h 48 h 72 h
Tl 59.35+3.64° 4827+4.1% 4029+8.152* 23.03+7.89
VCL T2 4441+5.71° 2749+357¢ 16.15+4.98° 7.79+4.15¢
(pm/seg) T3  56.05+4.32°% 5545+7.942% 4287+6.61° 2475+7.11°
T4  44.15+3.94° 3507+227% 2836+4.53% 11.06+4.72"
Tl 38.86+2.67° 30.05+251°% 2345+436% 13.67+4.66°
VAP T2  2971+4.6% 1633+2.66% 10.86+3.72° 538+3.18°
(um/seg) T3  3732+£375% 3344+£444° 2514+3.14° 1492+432
T4 2896+3.61° 19.61+1.68° 163+3.05% 597+253%
Tl  253+238% 1845+1.65® 14.17+2.732 8.48+2.89%
VSL T2 2148+279* 11.16+2.07¢ 7.83+3.02° 424+268°
(um/seg) T3  24.11+2.85% 19.75+£228% 16.10+1.82° 8.70+2.65%
T4  20.75+2.97°* 1333+1.22% [1.03+£221% 391+1.66°
Tl  273+£0.09* 265+0.13* 229+043°* 1.37+0.46°
ALH T2 223+0.15% 2.09+0.19° 0.94+029° 04+024"°
(pum) T3  2.78+0.09% 269+021* 223+0.35° 1.23+043°
T4 243+0.12°® 23+009%®  1.92+024° 0.83+0.34®
Tl  6.58+022* 591+036° 4.78+0.86*° 3.08+1.03°
BCF T2  731+£0.66° 568+0.83° 2.82+095°> 1.38+0.73°
(Hz) T3  6.72+027° 652+041% 572+068* 3.08+1.03°
T4  726+064% 7.61+061* 589+0.74° 243+1.02°

T1:leche descremaday azUcares, T2: dextrosa, citrato sédico y acetato potasico, T3: caseinato
de sodio, fosfatos y azlcares, T4: tris-acido citrico y yema de huevo
Letras diferentes para cada parametro y tiempo de evaluacién indican diferencia significativa
entre los tratamientos (p<0.05).

membrana plasmatica intacta y funcional, asi
como mayor numero de embriones recupe-
rados después de la inseminacion, en compa-
racion con un diluyente basado en tris-acido
citrico y glucosa (Hozbor ef al., 2016). Esto
coincide con lo observado en el presente es-
tudio, donde los diluyentes con leche
descremada (T1) o caseinato de sodio (T3)
mostraron mejores resultados durante la re-
frigeracion, no solo en la movilidad, sino tam-
bién en la proporcion de espermatozoides ra-
pidos (Figura 3), en algunos parametros
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cinéticos (Cuadro 1) y en la proporcion de
espermatozoides viables o con membrana in-
tacta (Figura 4). Esto podria ser explicado
por el aporte antioxidante de la leche
descremada, dado que se ha reportado su
capacidad para compensar la pérdida de la
proteccion antioxidante no enzimatica del se-
men (Filho et al, 2009).

Por otra parte, un problema importante
de los diluyentes de semen a base de leche o
yema de huevo es el hecho que estos pro-
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Figura 3.

Tiempo (h) HT1 WT2

Movilidad progresiva del semen de conejo refrigerado con diferentes diluyentes. T1:
leche descremada y aziicares. T2: dextrosa, citrato sodico y acetato potasico. T3:
caseinato de sodio, fosfatos y azucares. T4: tris-acido citrico y yema de huevo. Letras
diferentes para cada tiempo de evaluacion indican diferencia significativa entre trata-
mientos (p<0.05)
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Espermatozoides rapidos en el semen de conejo refrigerado con diferentes diluyentes.
T1: leche descremada y aziicares. T2: dextrosa, citrato sddico y acetato potasico. T3:
caseinato de sodio, fosfatos y azucares. T4: tris-acido citrico y yema de huevo. Letras
diferentes para cada tiempo de evaluacion (verticales) indican diferencia significativa
entre tratamientos (p<0.05)
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. Vitalidad espermatica del semen de conejo refrigerado con diferentes diluyentes. T1:

leche descremada y azlicares. T2: dextrosa, citrato sodico y acetato potasico. T3:
caseinato de sodio, fosfatos y azucares. T4: tris-acido citrico y yema de huevo. Letras
diferentes para cada tiempo de evaluacion indican diferencia significativa entre trata-
mientos (p<0.05)
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Morfologia espermatica del semen de conejo refrigerado con diferentes diluyentes.
T1: leche descremada y azlicares. T2: dextrosa, citrato sodico y acetato potasico. T3:
caseinato de sodio, fosfatos y azucares. T4: tris-acido citrico y yema de huevo. Letras
diferentes para cada tiempo de evaluacion indican diferencia significativa entre trata-
mientos (p<0.05)
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ductos bioldgicos consisten en una variedad
de sustancias, las cuales pueden variar entre
lotes y, ademas, pueden incluir fracciones tan-
to con efectos beneficiosos como perjudicia-
les sobre la funcion espermatica (Pagl et al.,
2006). Esto puede justificar el uso de protei-
nas definidas o fracciones proteicas purifica-
das, que para el caso de esta investigacion,
con el uso de caseinato de sodio (T3), permi-
tieron niveles de proteccion espermatica equi-
valentes al uso de leche descremada (T1).
Estos resultados coinciden con reportes que
demuestran que las fracciones de proteina
de leche purificada pueden ser tan efectivas
para preservar la fertilidad del semen refri-
gerado como los diluyentes que contienen le-
che descremada (Pagl et al., 2006; Lagares
etal., 2012).

En el presente estudio fue evidente el
efecto de la composicion del diluyente sobre
la cinética espermatica. Se sabe que los
diluyentes juegan un papel clave en el alma-
cenamiento de semen de conejo, al propor-
cionar los nutrientes necesarios para el man-
tenimiento metabdlico, asi como para el con-
trol del pH y la presioén osmética del medio,
haciendo que se reduzcan los cambios
perjuidiciales sobre los espermatozoides (Di
Iorio et al., 2014). Por otro lado, se sabe que
el almacenamiento del semen en refrigera-
cion tiende a reducir el metabolismo de los
espermatozoides (Dessouki et al., 2016). En
el presente estudio, se observo una marcada
reduccion de la mayoria de los parametros
cinéticos a las 72 horas de refrigeracion, don-
de solo se hallaron diferencias entre los
diluyentes, para VSL y ALH (Cuadro 1), lo
cual confirma que el tiempo ideal para el al-
macenamiento en refrigeracion del semen de
conejo es de 48 horas (laffaldano et al.,
2010).

No se observaron alteraciones signifi-
cativas de morfologia espermatica en ningu-
no de los tratamientos durante las primeras
48 h de refrigeracion (Figura 5); sin embar-
g0, la reduccion de la morfologia normal, ob-
servada a las 72 h para el diluyente tris-acido

citrico y yema de huevo (T4), podria estar
relacionada con la mas temprana pérdida de
la viabilidad de este tratamiento (Figura 4), la
cual podria contribuir al incremento de la pre-
sencia de células degeneradas o apoptoticas.

Son pocas las publicaciones que repor-
tan especificamente el uso de dextrosa en
diluyentes para la refrigeracion o la congela-
cion de semen (Yulnawati et al., 2009; Bhakat
et al.,2011). Asi mismo, son escasos los re-
portes de la adicion de acetato de potasio en
los diluyentes, el cual se ha incluido principal-
mente en investigaciones con semen de cer-
dos y aves (Siudzifiska y £ukaszewicz, 2008;
Dziekofiska et al., 2009), no habiéndose en-
contrado investigaciones de ambos aditivos
en semen de conejo. Sin embargo, los resul-
tados de este estudio mostraron una menor
capacidad de conservacion de la calidad
seminal por efecto de la refrigeracion del se-
men con el diluyente a base de dextrosa,
citrato sodico y acetato potasico (T2), con el
cual se observo una rapida disminucion de la
movilidad y de algunos parametros cinéticos
(Cuadro 1). Asi mismo, se observo cierto nivel
de reduccion de la vitalidad a las 48 y 72 h de
refrigeracion (Figura 4), aunque sin diferencia
estadistica con los demas tratamientos.

CONCLUSIONES

e Los diluyentes compuestos por leche
descremada o caseinatos, y azucares
protegen de forma mas eficiente los
espermatozoides de conejo conservados
mediante refrigeracion.

e La presencia de caseinato de sodio en
lugar de leche descremada en el diluyente
produce niveles equivalentes de protec-
cion espermatica durante la refrigera-
cion, con la ventaja de aportar un
diluyente de composicion definida.

e  Eluso de un diluyente a base de dextro-
sa, citrato sddico y acetato potasico pro-
vee una menor capacidad de conserva-
cion de la calidad del semen de conejo
sometido a refrigeracion.
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