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Los factores responsables de la variacion de los resultados
de fertilidad y prolificidad de la IA

Lavara R; Mocé E; Vicente J.S.
Laboratorio Biotecnologia de la
Reproduccion.

Departamento de Ciencia Animal.
Universidad Politécnica de Valencia.
Camino de Vera s/n, 46071 Valencia
(Espafal).

A principios de los afios 70 se mostraron
las posibilidades de utilizacion de la inse-
minacion artificial para la produccién de
carne de conejo, pero no fue hasta finales
de los afios 80 cuando se generalizd su
uso en las granjas, ligado fundamental-
mente a la posibilidad de utilizacion de
semen procedente de machos seleccio-
nados.

Son numerosos los trabajos en los que se
han enumerado las ventajas e inconve-
nientes de la utilizacion de la insemina-
cion artificial. Lo que se pretende con el
presente trabajo es explicar los factores
responsables de la variacién de los resul-
tados de fertilidad y prolificidad. Dichos
factores los agruparemos en tres grandes
blogues:

¢ Bloque I: Factores ligados a la prepara-
cion de dosis seminales.

¢ Bloque II: Factores ligados a las hem-
bras.

¢ Bloque lll: Factores ligados a la técnica
de inseminacion.

En este primer arficulo abordaremos el
Bloque | donde se aconsejan pautas a
seguir en la preparacion de las dosis
seminales.

La extraccion del semen se realiza en la jaula del macho y como cebo se puede uti-
lizar una coneja, una piel de coneja u ofros dispositivos de simulacion.

EDAD Y FRECUENCIA DE
RECUPERACION

Normalmente la primera vez que un
macho presenta comportamiento de
monta (alrededor de los 4 meses de edad)
no eyacula y, en caso de que eyacule, el
semen no es apto para utilizarlo como
componente de la mezcla heterospérmica
(pool) con la que se realizarén las insemi-
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naciones. Por lo general, en las primeras
eyaculaciones aparecen porcentajes ele-
vados de espermatozoides inmaduros y
con anomalias morfolégicas y baja movi-
lidad. Seran necesarias cuatro recupera-
ciones aptas (entendiéndose como recu-
peracion apta el eyaculado cuya valora-
Cidn macroscopica y microscopica sea
calificada como apta) para que el semen
de un macho sea utilizado para formar
parte del pool (0 como integrante de la
mezcla heterospérmica final).

Existen diferencias entre lineas en la edad
a la que manifiestan comportamiento de
monta. Por lo general, en lineas o razas
de gran formato (5 a 7Kg) los machos no
manifiestan comportamiento de monta
hasta los 5 o incluso los 6 meses de
edad. Una buena prdctica es comenzar a
extraer los primeros eyaculados con vagi-
na artificial a los 5 meses de edad, recu-
perando un eyaculado por semana
durante las tres o cuatro primeras sema-
nas, e instaurar posteriormente el ritmo
de recuperacion elegido. El macho alcan-
za la plena produccion espermatica entre
los 9-11 meses de edad dependiendo de
las condiciones ambientales.

El ritmo de recuperaciones reco-
mendado varia entre dos y tres
extracciones por macho y por
semana, siendo variable en fun-
cion de la linea genética utilizada.

La frecuencia de recuperacion de los eya-
culados ha sido estudiada por numero-
sos investigadores sobre diversas lineas
genéticas que son habitualmente utiliza-
das en las granjas espafolas. Por lo
general, el ritmo de recuperaciones reco-
mendado varia entre dos y tres extraccio-
nes por macho y por semana, siendo
variable en funcién de la linea genética
utilizada. Para los machos seleccionados
por velocidad de crecimiento, lo mas
recomendable es utilizar un ritmo de dos
extracciones semanales con un infervalo
de tiempo entre ellas de al menos 30
minutos.

RECUPERACION DEL
EYACULADO

Para recuperar el eyaculado, se utiliza la
vagina artificial, a la que se acopla un
tubo colector para recoger el semen. (Foto

Foto 2. Vagina artificial, lo mds aconsejable es el uso de camisas de latex desecha-
bles para conseguir un mejor estado sanitario del semen aunque se produzca un
aumento del coste de la dosis seminal.

2) La temperatura del fluido que se
encuentre entre la camisa y el cuerpo de
la vagina deberia encontrarse en torno a
los 50°C en el momento de la recupera-
cién, de forma que el fluido deberd ser
calentado hasta los 55-60°C. Los tubos
colectores deberian estar atemperados a
unos 20°C (Foto 3] y es muy recomenda-
ble cerrarlos con un tapén tras la recogi-
da del semen para evitar la contamina-
cion de los eyaculados con sustancias
extrafas (incluyéndose el agua). Es tam-
bién necesario proteger a los eyaculados
de la luz directa mediante el uso de gra-
dillas de poliestireno expandido o simila-
res, ya que la incidencia directa de la luz
provoca dafios en los espermatozoides
(foto 4).

La extraccion del semen, al igual que la
monta natural, se realiza en la jaula del
macho (foto 5). Son pocos los machos que
manifiestan rechazo al uso de la vagina
artificial, y como cebo se puede utilizar

Foto 3 y 4.Tubos Colectores, una vez atemperados deben ser transportados en gradillas




Foto 5. Tras la estimulacion del macho se procede a la extraccion con la vagina artifical.

una coneja, una piel de coneja u ofros dis-
positivos de simulacion. A ser posible los
machos deberdn estar alojados en jaulas
contiguas. Para estimular al macho antes
de la recogida se puede introducir la
coneja en la jaula y dejar que se produz-
ca el “cortejo” sexual pero no la monta.
Otros métodos de estimulacion son el uso
de maniquies y el de agrupacion de
machos, aunque este Gltimo método
puede dar lugar a peleas entre machos.

Es conveniente tener asignada una vagi-
na artificial por jaula-macho. Para el
revestimiento de la vagina artificial se
comercializan camisas de latex reutiliza-
bles, pero lo més aconsejable es el uso
de camisas de latex desechables para
conseguir un mejor estado sanitario del

de poliestireno expandido

semen aunque se produzca un aumento
del coste de la dosis seminal.

VALORACION MACROSCOPICA

Una vez recuperado el eyaculado, ten-
dremos que proceder a la valoracién
macroscopica del mismo, (foto 6) obser-
vandose la coloracién, la presencia de
gel o tampon mucoso, sedimentos etc.

Algunos machos se orinan continuamen-
te, o proporcionan eyaculados con apao-
riencia pastosa. Estos problemas pueden
estar provocados por una mala estimula-
cién previa del macho. El porcentaje de
eyaculados no Ufiles (presencia de orina)
también aumenta cuando el agua del
interior de la vagina artificial se enfria.

Lo primero que hay que observar es que
el eyaculado esté libre de orina, que es
facilmente visible por su coloracion. Se
valoran como aptos aquellos eyaculados
que presentan color blanco-nacarado,
desestiméndose los que presentan colo-
raciones amarillentas (presencia de
orinal, rojizas-parduzcas (presencia san-
gre por lesiones), efc.

El porcentaje de eyaculados que presen-
tan gel (o tapdon mucoso) varia depen-
diendo de la estacion del afo, siendo
mas habitual su presencia en los eyacu-
lados recuperados en primavera. Es
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Foto 6. Se debe valorar la coloracion, la presencia de gel o tampdn mucoso, sedi-
mentos de cada eyaculado.
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necesario proceder a la extraccion del gel
mediante pinzas metdlicas atemperadas
(en el caso de que el gel tenga una apa-
riencia sélida o semi-sélidal, o con ayuda
de pipetas de plastico desechables tam-
bién atemperadas a unos 20°C (en el
caso de que el gel sea muy liquido).

DILUCION

Tras la valoraciéon macroscopica del
semen, hay que proceder a la dilucion de
los eyaculados aptos. Es recomendable
diluir el semen inmediatamente después
de su recuperacién no dejando pasar
mas de 5-10 minutos desde su extraccion
hasta su dilucion. Se realizan diluciones
1:5 (@ Tml de semen, se le afiadirian 4ml
de diluyente). La temperatura del diluyen-
te no deberia ser superior a los 22-25°C,
ya que la temperatura de conservacion
de las dosis seminales se sitGa entre los
17-19°C, evitdndose de esta manera en lo
posible el choque térmico. Deberia tam-
bién evitarse afiadir el diluyente brusca-
mente al eyaculado (dejandolo resbalar
por las paredes del tubo colector poco a
pOoCo) y conviene agitar suavemente para
que la dilucién sea lo mas homogénea
posible

El diluyente empleado tiene que ser un
medio capaz de mantener la viabilidad
los espermatozoides durante al menos
24 horas, para contemplar posibles dila-
taciones en el tiempo de inseminacion.
Los diluyentes mas utilizados actualmen-
te estan constituidos por tampones orga-
nicos como el TRIS, al que se afiade una
fuente energética como la glucosa o la
fructosa, antioxidantes, agentes quelan-

Los eyaculados aptos son los que
presentan color blanco-nacarado,
desestimandose los que presentan
otras coloraciones

tes y antibidticos para controlar el creci-
miento bacteriano, si el diluyente elegido
careciese de antibidticos deberan ser
afadidos posteriormente. Cualquiera de
los diluyentes que son comercializados
para la dilucién del semen de conejos
ofrecen buenos resultados tras la insemi-
nacion con semen fresco. Con todos los
diluyentes la motilidad del semen refrige-
rado entre 17-19°C se conserva durante
largos periodos de tiempo, pero los
espermatozoides sufren una disminucién
de su capacidad fecundante a medida
gue aumenta el tiempo de conservacion,
solo pueden obtenerse buenos resulta-
dos de fertilidad con semen conservado
hasta 48 horas.

VALORACION DE
LA MOTILIDAD

Una vez realizada la dilucion del eyaculado
(1:5) se procede a su valoracién microscopi-
ca. Una buena practica es valorar los eya-
culados de forma individual antes de mez-
clarlos, para eliminar aquellos que presen-
ten caracteristicas no deseables. Para la
valoracién microscopica, se coloca una
gota del eyaculado entre un portaobjetos y
un cubreobjetos atemperados a 37°C
(sobre una platina termostatadal(foto8) con
la ayuda de una pipeta Pasteur, y se obser-
va al microscopio a 400 aumentos con
optica de campo claro.

En la valoracién microscopica se evalia el
porcentaje de espermatozoides moviles y
la calidad del movimiento (trayectorias
rectilineas). Si la temperatura de evalua-
cion es de 37°C, al menos un 50% de los
espermatozoides deberia presentar un
movimiento rectilineo y uniforme. No obs-
tante, si no se dispone de una placa ter-
mostatada, y la temperatura ambiental
es baja, los espermatozoides no se des-
plazan de forma rectilinea, sino que pre-
sentan movimientos vibratorios, y su velo-
cidad de desplazamiento es lenta.
Aquellos eyaculados que presenten
menos del 70% de espermatozoides
moviles o bien que presenten un elevado
porcentaje de espermatozoides con
movimienfo circular (en lugar de rectili-
neo) deberdn eliminarse, y no serdn utili-
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Foto 8. Para la valoracion microscopica, se coloca una gota del eyaculado entre un portaobietos y un cubreobjetos atempera-

dos a 37°C

zados para la constitucion del pool final.
Otros pardmetros a tener en cuenta a la
hora de la valoracién microscopica del
eyaculado serdn la presencia de agluti-
naciones (espermatozoides aglutinados,
foto 9), de células descamativas (facil-
mente identificables por su gran tamafo
y forma redondeada) y presencia de
cuerpos extrafos; los eyaculados que
presenten este tipo de anomalias debe-
ran ser también eliminados (foto 10)

Foto 9. Espermatozoides aglutinados.

Foto 10. Eyaculado con anomalias

En resumen, tras la valoracién microsco-
pica de los eyaculados, se considera apto
el eyaculado que presente una motilidad
superior al 70%, con trayectorias rectiline-
as, escaso nimero de espermatozoides
aglutinados y baja concentracion de célu-
las descamativas. Los eyaculados aptos
serdn los integrantes de la mezcla hete-
rospérmica final.



Foto 11. Camara de recuento celular.

RECUENTO
ESPERMATOZOIDES Y
OPTIMIZACION DOSIS
SEMINALES

Una vez realizada la mezcla de eyacula-
dos, hay que optimizar el nUmero de dosis
de inseminacion. Para ello, es necesario
conocer la concenfracion (nOmero de
espermatozoides por mililitro) de esper-
matozoides de la mezcla, que serd esti-
mada mediante las cdmaras de recuento
celular (Burker, Neubauer, Thoma, foto11).

Para el recuento de la concenfracion
espermdtica, es necesario fijar una
pequefa cantidad de muestra, utilizando
una solucion de glutaraldehido o de for-
maldehido. Normalmente, se realizan
diluciones 1:10 (a 0,T1ml de semen diluido,
se le afiaden 0,9ml de una solucién de
glutaraldehido al 0,25%). Una vez fijada
la muestra se procede al llenado de la
camara de recuento por capilaridad y se
realiza el contaje bajo microscopio a 400
aumentos en campo claro. En caso de uti-
lizar las cédmaras Thoma o Neubauer
modificada, se contabiliza el nimero de
cabezas de espermatozoides existentes
en los cuadrados de las 4 diagonales con
que cuenta la cdmara. Una vez que se
conoce el niUmero de espermatozoides se
aplica la férmula siguiente para calcular
la concentracion (o nomero de esperma-
tozoides por mililitro):

Conociendo la concentracién y el volu-
men (en mililitros) del pool, se calcula la
produccion (cantidad total de espermato-
zoides del pool). La produccién se calcula
multiplicando la concentracion por el
volumen del pool.

Las dosis seminales debe tener de
12 a 16 millones de espermatozoi-
des, por hembra, en el caso de
inseminaciones realizadas con
semen conservado del2 a 36
horas.

El nOmero potencial de dosis de la mez-
cla depende de la cantidad de esperma-
tozoides utilizados por dosis de insemina-
cién. La dosis de inseminacion cuando se
utiliza semen fresco puede variar entre 6
millones y 20 millones de espermatozoi-
des por hembra; en algunos trabajos
cientificos, se ha observado que los resul-
tados de fertilidad y de prolificidad se
mantienen incluso cuando se emplean
dosis de 4 millones de espermatozoi-
des/hembra. No obstante, aunque el
limite para realizar las inseminaciones
parece encontrarse en un nimero inferior
a los 4 millones de espermatozoides por
dosis, se aconseja utilizar a nivel comer-
cial 6 millones de espermatozoides por
dosis para paliar posibles errores de
manejo o de mala conservacion del
semen.

N° espermatozoides / ml =

n° cabezas espermatozoides

x dilucion x 100.000
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Parametros de calidad seminal

+ Porcentajes de motilidad

* Normalidad acrosémica

+ Gota citoplasmatica

+ Espermatozoides anormales

En las muestras fijadas, se pueden esti-
mar otros parédmetros de calidad semi-
nal, como el estado del acrosoma, pre-
sencia de gota citoplasmatica y de anor-
malidades morfolégicas del eyaculado.

¢ Porcentaje de espermatozoides con
acrosomas no daiados. Deberia ser
superior al 80%, aunque el porcentaje
puede ser menor en el caso de que los
animales sean jévenes, o por un mal
manejo del semen (entrada de agua en
la recogida del eyaculado, choque tér-
mico). Los acrosomas se pueden obser-
var con microscopios con optica de con-
traste de fases negativo o interferencial
de Nomarski, aungue también se pue-
den realizar triples tinciones (evaluacion
en microscopios de campo claro), o bien
tincion con marcadores fluorescentes
(lectinas como FITC-PNA o FITC-PSA) y
valoracion mediante un microscopio
equipado con epifluorescencia. Si hay
un porcentaje elevado de espermato-
zoides con acrosomas dafiados en el
eyaculado, la fertilidad se reduce.

¢ Porcentaje de espermatozoides con
gota citoplasmatica. No deberia ser
mayor del 6-10%. La gota citoplasmati-
ca estd presente en espermatozoides
que no han completado su madura-
cién. Su aparicion podria ser indicador
de un ritmo de recuperacion muy inten-
sivo, de una patologia o de condiciones
ambientales inadecuadas (mala venti-
lacién).

¢ Porcentaje de espermatozoides anor-
males. Deberia ser menor del 10-15%.

(superior al 70%
(superior al 80%
(inferior al 10%
(inferior al 15%

Si aparecen en gran cantidad, puede
indicar patologia, o ritmos de recupera-
cién demasiado extensivos. En algunos
estudios, se ha observado una dismi-
nucion del nOmero de nacidos confor-
me aumenta el porcentaje de esper-
matozoides anormales.

Estos andlisis deberian realizarse de
forma rutinaria en los centros de insemi-
nacion para asegurar que la calidad del
semen comercializado es 6ptima.

Tras los andlisis y habiéndose obtenido
valores aceptables en todos los paré@me-
tros de calidad: porcentajes de motilidad
(superior al 70%), normalidad acrosémi-
ca (superior al 80%), gota citoplasmatica
(inferior al 10%) y espermatozoides anor-
males (inferior al 15%) y conocida la can-
tidad total de espermatozoides se pro-
cede a la dilucion final del pool (siempre
dependiendo de la dosis de insemina-
cién que vaya a ser utilizada). Es necesa-
rio conservar las dosis seminales a tem-
peraturas comprendidas entre los 17-
19°C, en un lugar donde no incida la luz
directa, hasta el momento de la insemi-
nacion. Conforme aumenta el tiempo de
conservacion ser@ necesario aumentar
el nimero de espermatozoides por
dosis, utilizandose 6-8 millones por
dosis, para inseminaciones realizadas
en las primeras 12 horas, duplicando el
nimero de espermatozoides (12-16
millones por hembra) en el caso de inse-
minaciones realizadas con semen con-
servado 12-36 horas.



Los machos deben encontrarse en un perfecto estado sanitario para producir semen de calidad.

Manejo de los machos

No hay que olvidar que para conseguir
gue los machos produzcan semen de
calidad el ambiente y la alimentacién
deben ser adecuadas. De la misma
forma, no hay que descuidar el estado
sanitario de los sementales, que tiene
que ser excelente. En cunicultura para
que los reproductores permanezcan pro-
tegidos frente a virus como los causantes

de la Mixomatosis y la Enfermedad virica
hemorragica (VHD) se recomienda la
vacunacion. En el caso de la mixomatosis
algunos programas de vacunacion utili-
zan en alguna de sus efapas vacunas
homologas, pero es recomendable no
utilizarlas sobre machos donantes de
semen ya que existen evidencias de
transmision via semen del virus de la
mixomatosis tras la vacunacion de los
machos con este tipo de vacunas.
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