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INTRODUCCION

Los resultados obtenidos mediante inseminacién artificial con semen fresco situan el
porcentaje de hembras gestantes entre un 60 y un 80%, con una prolificidad similar a la
obtenida por monta natural (7-10 gazapos vivos por parto, Castellini ef al, 1990; Rebollar et
al, 1992; Bourdillon e al, 1992; Szendro et al, 1992). Sin embargo, la inseminacion en
cunicultura se encuentra limitada por el tiempo de refrigeracion recomendado para el semen
(36 horas a 5°C) y por los bajos resultados en la congelacion de semen (fertilidad: 40-50%,
prolificidad inferior en 2 gazapos, Theau-Clement y Roustan, 1980; Martin, 1993).

La mejora de los resultados actuales de inseminacion con semen congelado podria
permitir tanto la introduccion de material de alto valor genético en una explotacion, salvando
inconvenientes patologicos y de adaptacion, como inseminar hembras genéticamente valiosas
localizadas en distintas granjas y en diferente momento para recuperar, conservar y agrupar -
sus embriones.

En general, los medios de congelacion de semen de conejo incluyen ademas de la
yema de huevo, un crioprotector como el dimetilsulfoxido (DMSO) o la acetamida. El DMSO
a concentraciones entre un 6% y un 9% permite obtener post-desongelacién una proporciéon
de espermatozoides moviles del 40% al 50% y un percentaje variable de espermatozoides con
el acrosoma intacto (16% a 70% Castellini ef al., 1992 ; Martin, 1993). La utilizacién de
acetamida (0.5 M a 1 M) en el medio de congelacion proporciona post-descongelacion de un
40% a un 60% de motilidad y en tomo a un 60% de normalidad acrosdmica, Hanada y
Nagase, 1980; Chen y Foote, 1994; Martin, 1993). Sin embargo, los resultados obtenidos en
fertilidad y prolificidad no son comparables a los obtenidos en la inseminacién con semen
fresco.

El objetivo de estos estudios preliminares es obtener un medio de congelacion de
semen que asegure un elevado porcentaje de hembras gestantes o susceptibles de ser donantes
de embriones.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizan machos y hembras de origen Neozelandés. Los resultados que se presentan
corresponden actualmente a las inseminaciones realizadas sobre hembras nuliparas y
primiparas.  En estudios previos se evaluaron diferentes medios de congelacién constituidos
por un tampén Tris-citrico, DMSO, yema de huevo y diferentes aziicares (Goémez, 1994),
siendo el mejor valorado el utilizado en esta experiencia (sin yema de huevo, con un 12% de
DMSO y 0.05M de sacarosa).

Se controlan tres grupos de animales, un primer lote constituido por hembras que son
montadas, un segundo lote en el que las hembras son inseminadas con semen fresco, y un
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tercer lote en el que las hembras son inseminadas con semen congelado.

Inmediatamente después de la recogida del semen, se procede a la valoracién de los
eyaculados: aspecto, volimen, motilidad individual (medida por dos observadores sobre dos
réplicas por contraste de fases a 400 aumentos) y, tras la fijacion con glutaraldehido,
concentracidon (Camara Thoma), normalidad acroséomica, gotas citoplasmaticas y formas
anormales (contraste interferencial a 1200 aumentos y microscopia electrénica de barrido).

Las hembras inseminadas, tanto con semen fresco como con semen congelado, reciben
20-30 millones de espermatozoides progresivos y son inducidas a ovular inmediatamente
después con una inyeccion intramuscular de 0.2 ml de Gonadorelin (Fertagyl).

El nimero de nacidos vivos y totales han sido analizados en el programa GLM del
paquete estadistico SAS (SAS, 1989).

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 muestra los valores medios de: volimen, motilidad y concentracion, asi
como los porcentajes de normalidad acrosomica, gotas citoplasmaticas, formas anormales y
motilidad y normalidad acrosémica post-descongelacion de los eyaculados recuperados hasta
el momento. A diferencia de algunos autores que seleccionan los eyaculados por su motilidad
inicial (mayor del 80%, Martin, 1993; Chen y Foote, 1994), en esta experiencia tan solo se
han desestimado aquellos eyaculados oligospérmicos o con un elevado porcentaje de formas
anormales e inmaduras (mayor del 15%). La menor motilidad progresiva valorada en un
eyaculado fue de un 62%.

Tabla 1. Valoracion de los eyaculados.

Vol. Mot. Conc. N.A. Gotas Anor. Mot.P N.AP

n 41 41 41 41 41 41 27 27
m 0.75 78 282 88 6.5 1.7 53 64
e.s. 0.04 2 23 1 0.7 0.3 1 2

n: n° de eyaculados valorados. m: media. e.s.: error estAndar. Vol: volumen. Mot.: porcentaje de motilidad progresiva.
Conc.: millones de espermatozoides por mililitro. N.A.: porcentaje de normalidad acrosémica. Gotas: porcentaje de
espermatozoides con gota citoplasmatica. Anor.: porcentaje de espermatozoides anormales. Mot.P: porcentaje de
motilidad progresiva post-descongelacién. N.A.P: porcentaje de normalidad acrosdmica post-descongelacion.

Como puede observarse en la tabla 1, los porcentajes de motilidad post-descongelacion
y normalidad acrosomica alcanzan en promedio el 53% y el 64% respectivamente. Solo la
motilidad progresiva es concordante con los resultados obtenidos por otros autores para
elevados niveles de DMSO. No obstante, la normalidad acrosémica es superior y comparable
a la obtenida con acetamida. La inclusién de la sacarosa y algunas modificaciones
introducidas en el método de congelacion (que alin estan siendo estudiadas) han permitido esta
mejora.

La tabla 2 muestra los resultados de fertilidad y prolificidad de las primeras
inseminaciones realizadas. En estos primeros resultados no se observan diferencias entre los
grupos. No obstante, aunque al final de la experiencia la prolificidad obtenida fuese de uno
o dos gazapos menos, si el porcentaje de hembras gestantes (fertilidad) se mantuviera en torno
al 80% facilitaria la consecuciéon de nuestros objetivos: la difusién y la recuperacion de
material genético de alto valor. Los resultados obtenidos hasta el momento, en una experiencia
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paralela de recuperacion de morulas para vitrificacion tampoco -muestran diferencias
significativas en cuanto al numero y calidad morfolégica de las embriones recuperados (6.6
morulas normales por hembra nulipara).

Tabla 2. Resultados de fertilidad y prolificidad.

Lote n Gestaciones Nacidos Nacidos
(%) Vivos Totales
m % e.s. m =+ es.
- 1 |
Inseminacioén Fresco 22 © 19 (86) 74 07| 76 08
Inseminacién Congelado 23 18 (78) 70 07 74 0.7
Monta 54 41 (76) 75 05 81 05

n: n° de inseminaciones o montas. m + e.s. : media + error estandar.
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