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EFECTO DEL ZINC EN EL COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO, REPRODUCTIVO
Y CALIDAD DE CARNE EN CONEJOS NUEVA ZELANDA BLANCO

Hector Luis Chincoya Dr.

Colegio de Postgraduados, 2020
RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue analizar los efectos de diferentes concentraciones de Zn en
conejos Nueva Zelanda Blanco (NZB), durante dos etapas fisiologicas: en engorda de gazapos y
sementales activos. El primer experimento se compararon dos fuentes de Zn (orgénico e
inorganico) adicionados a la dieta. Se utilizaron 120 conejos NZB de ambos sexos, con 40 dias de
edad, distribuidos aleatoriamente en cinco tratamientos: grupo control (con Zn de los ingredientes),
dos concentraciones de Zn (25 y 75 mg Zn kg™ en dieta) por cada fuente (organiza e inorganica),
con la finalidad de identificar la respuesta en ganancia de peso, conversion alimenticia, calidad de
carne y retencion de Zn en masculo Longissimus dorsi y Biceps femoris, con la técnica de
espectrofotometria de absorcion atdmica (EAA). El segundo experimento se estudié el efecto de
concentraciones mayores de Zn en sementales en etapa reproductiva, se consideraron 32 machos
NZB a la edad de 20 semanas, fueron tres tratamientos; grupo control (con Zn de los ingredientes),
150 y 200 mg Zn kg en dieta, se utiliz6 metionato de zinc como fuente orgéanica; con el objetivo
de estudiar las caracteristicas de producciéon seminal, cinematica de movimiento y calidad del
esperma, empleando el software CASA IVOS Il (V. 1.7). Los resultados del primer experimento
mostraron una disminucion en la conversion alimenticia, se mejoraron los indices de coloracion
(b*) al usar la fuente organica. El contenido de proteina, colageno y grasa no fueron afectados por
las fuentes y concentraciones de Zn estudiadas; sin embargo, la mayor deposicion de Zn se obtuvo
con la concentracion de 25 mg Zn kg en dieta. EI Zn organico en sementales present6 un efecto
negativo con la concentracion de 200 mg Zn kg en dieta, en caracteristicas de cinematica de
movimiento. El grupo control y 150 mg Zn kg™ en dieta, presentaron un desempefio positivo. Los
resultados obtenidos indican que la inclusion de 25 y 150 mg Zn kg en dieta de conejos en etapa

de engorda y reproduccion son necesarios para desarrollo adecuado.

Palabras clave: Calidad de carne, calidad seminal, concentraciones de zinc.



EFFECT OF ZINC ON GROWTH AND REPRODUCTIVE PERFORMANCE AND
MEAT QUALITY IN NEW ZEALAND WHITE RABBITS

Hector Luis Chincoya Dr.

Colegio de Postgraduados, 2020

ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the effects of different concentrations of Zn on New
Zealand White rabbits (NZW), in two stages: in growth performance, and in the reproductive stage
of rabbit bucks. In the first experiment, two Zn sources (organic and inorganic) added into the diet
were compared; 120 40-days-old, male and female rabbits, these were randomly divided into five
treatments; control group (only Zn contained in feed), and two concentrations (25 and 75 mg Zn
kgt in diet) for each source (organic and inorganic). In order to identify the response in weight
gain, feed conversion, meat quality and Zn retention into Longissimus dorsi and Biceps femoris
muscles, the atomic absorption spectrophotometer (AAS) technique. The second experiment
aimed to study of the effect of Zn concentrations greater than reproductive-stage rabbit-buck,
required a total of. 32 20-weeks-old rabbit bucks were divided into three treatments; control group
(25.5 mg Zn kg in diet), Zn150 and Zn200. The only Zn source was organic Zn-methionine. The
aim was to determine the effect on characteristics of seminal production, kinematics of movement,
and sperm quality, using CASA IVOS Il software (V. 1.7). The results of the first experiment
showed a decrease in feed conversion, and coloration indexes (b*) and those were improved when
using the organic source; the protein, collagen, and fat content were not affected by the sources
and concentrations of Zn studied; however, the highest deposition of Zn was obtained with the
concentration of 25 mg Zn kg? in diet. In bucks using organic Zn, a negative effect on the
characteristics of motion kinematics was shown with the concentration of 200 mg Zn kg in diet.
A positive performance in seminal quality was observed with the control group, and 150 mg Zn
kg™ in diet. The results indicate that the inclusion of 25 and 150 mg Zn kg™ in diet of rabbits in
the fattening and reproduction stage, seem to be necessary for an adequate development.

Keywords: meat quality, seminal quality, zinc concentrations.
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INTRODUCCION GENERAL

Los minerales traza juegan un rol especial en la nutricion y son esenciales en la dieta (Brugger
and Windisch, 2015). Durante el periodo de 1930-1930 el Zinc (Zn) fue reconocido como un
nutriente esencial para plantas y animales (-Kumar et al., 2018). Est4 involucrado en la
sintesis y degradacion de carbohidratos, lipidos, proteinas y &cidos nucleicos asi como en el
metabolismo de otros micronutrientes (Thingholm et al., 2020). EI Zn juega un papel central
en el sistema inmune, y actia como cofactor catalitico, regulador y estructural (Bafaro et al.,
2017).

Los requerimientos de Zn para conejos son 35-70 mg Zn kg de dieta (De Blas y Mateos,
2010). La importancia del zinc en la nutricion de conejos se debe a dos principales razones:
primero, como requerimiento esencial, involucrado en funciones de crecimiento de un
organismo (Biotechnology et al., 2018; Tomaszewska et al., 2017; Yan et al., 2017) y en la
reproduccion (Milosti¢-Srb et al., 2020; Fallah et al., 2018; Khoobbakht et al., 2018), y
segundo, como una fuente de alimento que proporciona proteina, vitaminas y minerales,
convirtiéndose en un producto de alto valor bioldgico excelente para la alimentacion humana
(Dalle Zotte y Szendro, 2011).

Estudios previos en conejos suplementados con 6xido de Zn, sefialan una mejora en el peso
de las conejas gestantes y de su camada al nacer ( Cavalcante y Ferreira, 2000; Alikwe et al.,
2011). Por otro lado, el Zn orgénico es considerado una fuente alternativa, por mejor
absorcion y utilizacion (Alimohamady et al., 2018). La suplementacion de 80 mg Zn kgten
forma de lactato de zinc disminuyd la incidencia de diarreas en conejos de engorda (Yan et
al., 2017). La inclusion de 100 mg Zn kg de dieta en forma de Glycinoplex-Zn mejor6 la
disponibilidad (Na, K, Fe, Mn y Zn) y en la carne aumentd la concentracion de colesterol,
capacidad de retencion de agua y valor energético (kJ 100 g) del misculo Longissimus dorsi
(Chrastinova et al., 2016). La concentracion de 200 mg kg de Zn-Metionato presentaron;
mayor digestibilidad de la proteina, ganancia de peso y respuesta inmune (Meshreky et al.,
2015).



Mientras tanto, en machos los requerimientos de Zn son mayores respecto a la etapa de
crecimiento, porque es necesario para el desarrollo testicular y del proceso de
espermatogénesis (Kerns et al., 2018; Sutovsky et al., 2019). Evidenciando una atencién
necesaria a los requerimientos de Zn (Brugger y Windisch, 2019). En estudios previos, al
usar concentraciones de 150 mg Zn kg™ de dieta se mejord la concentracion y motilidad
espermatica (Baiomy et al., 2018; Oliveira et al., 2004); sin embargo, estos resultados no son
concluyentes en aspectos de calidad y cinemaética de movimiento de los espermatozoides,
minimizando la influencia del macho en la fertilidad y prolificidad de las hembras (El-
Tarabany et al., 2015).

Por lo anterior, es importante considerar que la biodisponibilidad de Zn de fuentes organicas,
podria influir en el crecimiento en la etapa de engorda y en sementales en la mejora de la
fertilidad del macho (Narasimhaiah et al., 2018). En el presente estudio se analizaron los
efectos de dos fuentes y diferentes concentraciones de Zn en conejos durante la etapa de

engorda y en sementales de la raza NZB.



OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de Sulfato de Zinc y Metionato de Zinc a diferentes concentraciones en
dieta, en el comportamiento productivo, reproductivo y calidad de la carne de conejos Nueva

Zelanda Blanco.

Particulares

1. Evaluar dos fuentes y dos concentraciones de Zinc en comportamiento productivo,

calidad de carne y retencion en musculo de conejos Nueva Zelanda Blanco.

2. Evaluar dos concentraciones de Metionato de Zinc en la produccion espermatica de

sementales Nueva Zelanda Blanco.

HIPOTESIS

La respuesta productiva, caracteristicas de la canal y retencion de Zn en musculo en conejos

en etapa de engorda, mejoraran al utilizar Zn organico, comparado con Zn inorganico.

La produccion seminal y calidad del semen de conejos machos se mejora al utilizar Zn

organico a niveles altos comparada con el grupo control.



REVISION DE LITERATURA

Funciones de los minerales

Los minerales son componentes estructurales del organismo y juegan un importante rol en
las actividades de enzimas y hormonas, como constituyentes de fluidos corporales y tejidos,
y como reguladores de replicacion y diferenciacion celular (Kumar, 2015). Extensas
investigaciones realizadas en los diferentes minerales, basadas principalmente en su valor
econdémico y deficiencia en dietas, han generado una importante literatura de los
requerimientos del calcio y fosforo en aves principalmente; sin embargo, es evidente la
escases de investigaciones de elementos trazas en el &rea de la nutricion (Bao y Choct, 2009).
Después de las necesidades de energia, proteina, los minerales son requeridos en mayor
cantidad y prioridad para optimizar la produccion y reproduccién en animales domésticos
(Kumar, 2015).

Importancia de los minerales traza

Los minerales traza son definidos como aquellos que son requeridos en mg por dia y las
necesidades son expresadas como mg kg™ o ppm en la dieta y entre ellos se encuentran el Fe,
Cu, Mn, Zn, Se, | y Co (Mateos et al., 2010). Los elementos traza estan involucrados en
numerosos procesos digestivos, fisioldgicos y biosintéticos dentro del organismo y juegan
un rol importante principalmente en el crecimiento (Colagar et al., 2009). Los requerimientos
de estos minerales varian de acuerdo con la especie (National Research Council, 2005). Al
formular dietas, las recomendaciones nutricionales suelen variar ampliamente, dependiendo
de la fuente de informacidon que utilice, algunas de las recomendaciones pueden tener

diferencias de mas del 30 % (Garcia Contreras, 2010).

Rol del zinc

El zinc (Zn) es un mineral traza esencial y juega roles muy importantes en metabolismo como
un componente de numerosas metaloenzimas y como cofactor de transcripcion (Cui et al.,
2017; Ze-Pen et al., 2005). Es el segundo elemento traza mas abundante en el organismo del

animal (Gammoh y Rink, 2017), pero éste no puede estar almacenado en grandes cantidades
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como el calcio y requiere de la ingesta dietaria regular para llenar las necesidades fisioldgicas
(Swain et al., 2016). EI Zn es necesario para proliferacion y diferenciacion celular (Gammoh
y Rink, 2017). El Zn es esencial en el cuerpo en funciones fisioldgicas apropiadas como el
crecimiento normal, (Meshreky et al., 2015) reproduccion (Oliveira et al., 2004), sintesis de
DNA, division celular y expresion génica (Cui et al., 2017). EL Zn es un metal multipropdésito
que es vital para el crecimiento y funcion de todas las células. El sistema inmune es afectado
especialmente por la modificacion de la homeostasis del Zn (Gammoh y Rink, 2017).

Funciones biologicas del zinc

El Zn es un elemento esencial para los animales, funciona ampliamente y completamente en
sistemas enzimaticos y esta involucrado en el desarrollo y crecimiento normal (Ortega,
2016), en la sintesis de proteinas, metabolismo de carbohidratos y en varias reacciones
bioquimicas (Sobhanirad y Carlson, 2010; Shannon y Hill, 2019). Este elemento es
importante en el mantenimiento de la salud e integridad de la piel y tejido epitelial. Por ello,
investigaciones previas han evaluado hasta 3000 ppm de inclusion de Zn (Shannon y Hill,
2019), con el objetivo ofrecer concentraciones farmacol6gicas de Zn para mejorar el
crecimiento de cerdos en lactancia. Al uso de estas concentraciones también se atribuyen la

disminucion de la presencia de la bacteria Escherichia coli (Brugger y Windisch, 2015).

Las metalotioneinas (MTs) son proteinas unidas al ion metal de Zn y de bajo peso molecular,
que contiene una tercera parte de residuos de cistina (Kimura y Kambe, 2016). Alrededor del
20% del Zn intracelular esta unido a MTs y puede ser rapidamente reemplazado, su principal
funcién es mantener la homeostasis del Zn (Gammoh y Rink, 2017). Con ello, el Zn tiene un
amplio espectro de reacciones bioldgicas incluyendo funciones estructurales y enzimaticas

para una multitud de componentes celulares (Uriu-Adams y Keen, 2010)

El Zn participa en los procesos biologicos que lo involucran en su forma idnica o como parte
estructural o funcional de una gran variedad de proteinas. De acuerdo con la ubicacion del
Zn en estas MTs pueden actuar como catalizador (carboxipeptidasa A), cocatalizador
(fosfatasa alcalina, fosfolipasa C, nucleasa P1 y leucina aminopeptidasa) o desempefiando
una funcion estructural (Cu/Zn-SOD vy dedos de Zn) (Jarosz et al., 2019). Cuando el Zn se



encuentra en el sitio catalitico, el ion de Zn participa directamente en el proceso de formacion
o ruptura de uniones moleculares (Sloup et al., 2017). Cuando se ubica en un sitio catalitico,
hay varios iones unidos entre si en donde uno de ellos desempefia una funcion catalizadora y
el resto de los iones mejoran la actividad catalitica del sitio. Por ultimo, el Zn en su funcion
estructural, participa estabilizando la estructura terciaria de la enzima de manera anéloga al
puente disulfuro (Kloubert y Rink, 2015).

Absorcién del zinc

En no rumiantes, la absorcion del Zn tiene lugar principalmente en el intestino delgado, en
la porcidn del yeyuno (National Research Council, 2005). El proceso de absorcion del Zn
esta regulado en dos eventos independientes; el primero, la captacion del Zn desde el lumen
intestinal hacia el interior del enterocito (Fig. 1); en el segundo, el transporte desde la célula
hacia la sangre porta del higado (Yu Yu et al., 2017). La ingesta de Zn al intestino delgado
ocurre por dos procesos: el primero no mediado (no saturable) no es afectado por la ingesta
de Zn dietario; no requiere energia y entra a la célula por difusion (National Research
Council, 2005). EIl segundo es un proceso mediado (saturable) que esta estimulado por la
falta de Zn, pero requiere de altas concentraciones de Zn para llevar a cabo la absorcion
paracelular (Goff, 2018).
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Fig. 1. Absorcién de Zn transcelular de enterocito (A), cuando se necesita Zn, el transportador de Zn mueve
iones de Zn a través de la membrana apical por la proteina transportadora 4 (ZIP4), El Zn puede competir con
el Fe y MN por el transporte d a través de la membrana apical a través de la membrana apical via la proteina de
transporte de metales divalentes 1 (DMT1). Una proteina chaperona de Zn, ZNT7, captura el ion de Zn que ha
cruzado la membrana apical y lo lleva a la membrana basolateral, donde entrega el ion de Zn al transportador
intestinal de Zn1 (ZNT1), que mueve el ion de Zn al liquido intersticial, donde se encuentra unido a la albumina
(Alb). (B) cuando el cuerpo tiene suficiente Zn, la cantidad de ZIP4 en la membrana apical se regula a la baja.
Los enterocito también comienzan a producir grandes cantidades de metalotioneinas (MTSs), que se unird a la
mayor parte de cualquier ion de Zn adicional que atraviese la membrana apical. La MTs puede ceder iones de
Zn al acompafiante de ZnT7 para su exportacion, pero lo hace muy lentamente. Esto se ralentiza la tasa de
absorcién del Zn, El Zn unido a la Mts cuando la célula muere y se desprende sera excretado en las heces (Goff
2018)

Biodisponibilidad del zinc

Existen factores que afectan la biodisponibilidad del Zn, dos factores dietarios que podrian
modificar la eficiencia de la absorcion de Zn, uno es la interaccion de Zn con otros metales
ionicos; ésta dependera de la fuente y nivel de concentracion (Goff, 2018); excesivo Fe

dietario puede interferir en la absorcion del Zn en todas las especies (Gammoh y Rink, 2017).,



el cadmio interfiere en la absorcién de Zn y Cu (National Research Council, 2005), dietas
altas en sulfato (-S) interfieren en la absorcién del Zn; el sulfato puede reducirse a sulfito y
puede interactuar con el Zn para formar sulfito de Zn insoluble (ZnS) mediante uniones
irreversibles en el lumen intestinal (Goff, 2018). El segundo se debe a la presencia de agentes
quelatantes en las dietas como son: concentracion de fitatos (hexafosfato de myoinositol)
presentes en los ingredientes de los alimentos, edad, sexo, estado de salud y actividad de los
animales (Acda y Chae, 2002), que presentan la caracteristica de un detrimento en la
disponibilidad del Zn de la dieta (Yu et al. 2010). En no rumiantes s6lo una cantidad pequefia
de fitatos son digeridos por las fitasas enddgenas del tracto gastrointestinal (National
Research Council, 2005).

La utilizacion en concentraciones mayores de Zn ha ido aumentando en las dietas de algunas
especies, debido a sus altas tasas de crecimiento (Brugger y Windisch, 2017). Los sintomas
de deficiencia de Zn son particularmente prominentes en el sistema digestivo, inmune,
nervioso, endocrino y tegumentario (Levaot y Hershfinkel, 2018). La deficiencia de Zn
también afecta el desarrollo sexual en machos y una respuesta inmune suprimida (Prasad y
Bao, 2019). Estudios previos mostraron que la deficiencia causa perdida de apetito, reduce

la eficiencia de la utilizacion del alimento y retarda el crecimiento (Sahin et al., 2009).

Requerimientos de zinc para conejos

En conejos se ha documentado poco acerca de estudios de minerales, especificamente del
elemento Zn. Los requerimientos de Zn para conejos se han establecido en un intervalo de
25 a 60 mg Zn kg-1 de dieta (De Blas y Mateos, 2010), y la concentracion maxima es de
150 ppm Zn definido por la Unién Europea (National Research Council, 2005); sin embargo,
diversos estudios han enfatizado el uso de mayores concentraciones de Zn, mejora el
desempefio de la ganancia de peso (Alimohamady et al., 2018; Biotechnology et al., 2018),
mayores pesos de camadas al nacimiento (Alikwe et al.,2011), asi como en caracteristicas de
produccion seminal en sementales (Narasimhaiah et al., 2018; Baiomy et al., 2018).
Adicionalmente influye en disminucién de incidencia de diarreas durante el periodo de
engorda (Yan et al., 2017).



Caracteristicas de las fuentes del zinc.

En la produccion animal eficiente es necesario que los minerales se encuentren en cantidades
requeridas de acuerdo a estado fisiologico de la especie, con ello la biodisponibilidad del
elemento dependera de la fuente suministrada (Pechin, 2015). Los minerales inorganicos
resultan en un alto nivel de excrecion del mineral, esto es perjudicial para el ambiente (Mohd
Yusof et al., 2019). El uso de complejos organicos de minerales quelatados a mucho mas baja
concentracion para dietas ha sido surgido como una respuesta, basado sobre la hipotesis que
tales complejos minerales tiene una mas alta biodisponibilidad que las sales inorgénicas
(Brugger y Windisch, 2015). Lo cual posiblemente reduzca la excrecion de Cu y Zn usando
minerales organicos. Investigaciones han mostrado que las biodisponibilidades de diferentes
formas de minerales traza pueden variar significativamente, en particular, las fuentes de Zn
organicas son mas biodisponibles que las fuentes inorganicas en diferentes especies animales
como pollos de engorda, gallinas de postura (Cui et al., 2017) y cerdos, mientras en conejos

se ha estudiado poco.

Algunos estudios recientes reportan que el Zn organico es mas biodisponible comparado con
el Zn inorganico (Abuajamieh et al., 2020). El cual tiene un mejor impacto en la nutricion
animal, por el hecho de que poseen una mejor disponibilidad. Se ha observado que esta
biodisponibilidad de Zn es mayor en forma de metionato de Zn (206 %), de sulfato de Zn
(100%); sin embargo, el 6xido de Zn so6lo tiene un 61% de biodisponibilidad (Xu et al., 2017).
Adicionalmente, las fuentes organicas presentan un nivel Optimo de produccion y

crecimiento con una menor contaminacion ambiental (Salim et al., 2012).

Impacto de zinc con calidad de carne

La carne de conejo en comparacion a la carne de otras especies domésticas, tiene un alto
porcentaje de proteina, y un bajo contenido de grasa (Zotte Dalle, 2002). Adicionalmente, la
grasa de conejo tiene baja proporcion de colesterol (Wang et al., 2016) y un alto contenido
de acidos grasos poliinsaturados (oleico y linoleico); estas caracteristicas de composicion
hacen que la carne de conejo sea especialmente recomendada para prevenir enfermedades

cardiovasculares (Hermida et al., 2006), constituyendo un alimento de alta calidad, adecuado



para regimenes alimentarios orientados a prevenir o atenuar enfermedades cardiovasculares,
siendo también recomendado en la alimentacion de nifios y ancianos (Zotte Dalle, 2002). La
carne de conejo es similar con el pollo y ternera con valores similares en cuanto a proteina 'y

grasas (Cuadro 1), aungue en este ultimo, las proporciones son diferentes, siendo la carne de

conejo mas baja en grasa y colesterol (Ramirez-Télles, 2004).

Cuadro 1. Composicion quimica de la carne de las principales especies domésticas.

Caracteristica Conejo Pollo Bovino Cerdo
Humedad (g/100 Q) 685+105 68.1+1.19 532+121 43.7+2.13
Proteina 212+0.79 20.1+0.27 263+0.16 27.3+0.22
Grasa 9.2+038 10.8+0.08 196+0.09 28.2+0.13
Ceniza 1.1+0.08 1.0 £0.05 0.9+0.07 0.8+0.11
Calcio 214+009 121+£0.04 10.9+0.38 9.3+0.47
Fosforo 347+0.26 252 +0.06 179+3.62 176.4+3.36
Sodio 405+0.89 71.4+0.92 63+090 67.3+0.91
Colesterol 56.4+0.92 68.3+214 1145+1168 108.4+10.31

Fuente: (Nistor et al. 2013).

La composicion de la carne es una de los aspectos mas importantes después del sacrificio.
Los atributos de la calidad de carne como el pH, color, capacidad de retencién de agua (CRA)
y textura no pueden considerarse independientes, ya que todos estan relacionados entre si y
su interaccion proporciona las caracteristicas globales de la calidad de la carne (Hernandez
Bautista et al., 2015). En otras especies se ha reportado que el Zn organico mejora la
conversion alimenticia en pollos de engorda (El-hack et al., 2017) y mejora el sistema
inmunitario, disminuyendo la tasa de mortalidad (Alikwe et al., 2011). Adicionalmente, las

concentraciones han favorecido la retencion de Zn en carne (Nagalakshmi et al., 2016).

Impacto de zinc en la reproduccion

El Zn es uno de los microminerales involucrado con la capacidad reproductiva (Fallah et
al.,2018). El Zn esta involucrado en las funciones reproductivas del macho por su alta

actividad a nivel molecular en los procesos de transcripcion del ADN (Fallah et al., 2018).
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El papel del Zn en la proteccion de las células germinales testiculares (Sankako et al., 2012),
interviene en las propiedades mecénicas de fibras accesorias, morfologia de la cola 'y en la
motilidad espermética (Tvrda et al., 2013). El Zn esté presente en los espermatozoides y en
el plasma seminal, en una concentracion considerablemente alta con respecto a otros fluidos
(Marzec-Wrdblewska et al., 2012). EI Zn en espermatozoides inmaduros esta principalmente
localizado en las fibras densas externas del flagelo, donde a los grupos sulfhidrilos de la
cisteina, la mayoria de su contenido se reduce durante la maduracion del esperma del
epididimo, lo que conduce a un aumento de la estabilizacion de las proteinas de fibras densas
externas por oxidacion de los grupos sulfhidrilos a puentes disulfuro, esta estabilizacion de
las proteinas de fibra densa externa podria ser un paso esencial para la generacion de la
motilidad espermatica, especialmente en la motilidad progresiva (Tvrda et al., 2013) La
disminucion de la concentracion de Zn en el plasma seminal puede deberse a una ingesta
inadecuada, baja absorcion, incremento de pérdidas o incremento de la demanda del elemento
(Zhao et al., 2016). La deficiencia de Zn esta correlacionada con la disminucion de la
fertilidad (Chu, 2018); debido a ello, el Zn afecta directamente el desarrollo de las células de
Leydig (Ortega, 2016).

El Zn juega un papel importante en la espermatogénesis, en la respuesta a la LH, desarrollo
de las celulas de Leydig y en la reproduccidn de esteroides a nivel testicular. Entre los afectos
adversos por las deficiencias de Zn, cabe destacar el deficiente desarrollo testicular en
animales jovenes, lo que ocasién falta de libido, altera el proceso de espermatogénesis y

disminuye la fertilidad (Salazar and Carrillo-Gonzalez, 2016; Kumar et al., 2006).

Los estudios en calidad seminal en conejos, se han centrado principalmente en los parametros
relacionados con la fertilidad; como el nimero de espermatozoides y la motilidad, usados
para inseminar a las hembras (Alvarez et al., 2015). Altos niveles de Zn son recomendados
para la reproduccion (Mahmood et al., 2011), con respecto a mantenimiento o produccion de
carne (Mateos et al., 2010); sin embargo, hay poca informacidn acerca de la cinematica de
movimiento y calidad seminal, con respecto a los diferentes elementos que intervienen

durante el proceso de la formacion y capacitacion del espermatozoide.
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Importancia del Zinc en la calidad espermética

El Zinc es un micronutriente que se requiere para la accién de més de 200 metaloenzimas.
Estas juegan un rol importante en la fertilidad de los machos, por lo que en una deficiencia
de este mineral puede impedir la espermatogénesis y disminuir los niveles de testosterona
(Wong et al., 2002). Varios estudios han mostrado que juega un rol central en el crecimiento

normal testicular, espermatogeénesis, y fisiologia del esperma (Eleazar et al., 2005)

Este mineral interviene en los procesos fisiologicos que ocurren durante el desarrollo de los
mamiferos, y realiza funciones de almacenamiento y liberacion de insulina; confiere
integridad a la membrana celular y act(a en procesos de reproduccién y maduracién sexual
(Chyb, 2000).
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CAPITULO I. EFFECT OF SOURCE AND CONCENTRATION OF ZINC ON
GROWTH PERFORMANCE, MEAT QUALITY AND MINERAL RETENTION IN

NEW ZEALAND RABBITS!

1.1. ABSTRACT
Supplementation of Zn in rabbits diet favors deposition of such mineral in meat and,
therefore, it contributes to satisfy the daily requirements of Zn in adults that consume it. A
trial was conducted to study the effect of two sources (ZnSO4 and Zn-methionate) and two
concentrations of Zn, along with a control (without Zn), on weight gain, meat quality and
muscle retention in New Zealand White (NZW) rabbits during fattening stage. Treatments
were randomly assigned to 100 NZW rabbits 40 days old, according to a completely
randomized experimental design using a factorial arrangement of treatments (2 x 2 + control).
The experimental period was 30 days. In each experimental unit, weight gain, FEED
consumption and meat quality, as well as the retention of Zn in serum, liver, loin and leg
were recorded. Results showed no differences (P > 0.05) in weight gain and FEED
consumption, which can be attributed to diet-added Zn sources (ZnSO4and Zn-methionate).
FEED conversion was better with the organic source at the highest concentration (P < 0.05).
Regrding meat quality, no differences were found (P > 0.05) in legs by source effect and Zn
concentration, while in loin, differences (P = 0.02) were found in the index of L* and B*,
when the organic source of Zn (Zn-methionate) was supplied. Most retention of Zn on the

back occurred when a concentration of 25 mg Zn kg™ of Zn-methionate was added.

Key words: loin, mineral retention, rabbit tissues.
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1.2. INTRODUCTION
Zinc (Zn) is an essential mineral trace (Kambe et al., 2015), which acts as a cofactor in more than
300 enzymes (El-hack et al., 2017) and as a basic component of a family of transcription factors
(Xu et al., 2017). It is also involved in the normal growth of superior animals (Sloup et al., 2017),
in reproduction (Oliveira et al., 2004), DNA synthesis, cell division, gene expression (Cui et al.,
2017) and immune protection (Liu et al., 2011; Yan et al., 2017); however, Zn requirements in
non-ruminants are affected by the interaction with antinutritional factors such as phytic acid (Bao
& Choct, 2009; Saleh et al., 2018), which is present in the plant ingredients of diets, decreasing
digestibility and absorption of Zn in the gastrointestinal tract in chickens (Salim et al., 2012;
Zakaria et al., 2017), rabbits (Meshreky et al., 2015), and pigs (Xu et al., 2017), thus, becoming a

limiting factor in production.

Studies in rabbits supplemented with Zn-oxide showed an improvement on the weight of pregnant
females and their litter at birth (Cavalcante & Ferreira, 2000; Alikwe et al., 2011); on the other
hand, males improved the characteristics of semen (Oliveira et al., 2004). Organic Zn is considered
an alternative source, due to its better absorption and use (Alimohamady et al., 2018).
Supplementation of 80 mg of Zn kg* in the form of zinc lactate decreased the incidence of diarrhea
in fattening rabbits (Yan et al., 2017). The addition of 100 mg Zn kg? of Zn in the form of
Glycinoplex-Zn or Bioplex-Zn, improved the availability of Na, K, Fe, Mn and Zn, and in the
meat, it increased cholesterol concentration, water retention capacity and energy value (kJ 100 g
1y of the Longissimus dorsi muscle (Chrastinova et al., 2016). Supplementation of 200 mg Zn kg™
in the form of Zn-methionate in growing rabbits increased protein digestibility, weight gain and

immune response (Meshreky et al., 2015); however, the studies carried out on meat quality,
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considering different concentrations of Zn in the diet are limited; therefore, it was hypothesized
that the different concentrations of supplemented Zn do not affect the characteristics of meat and
there is a greater accumulation of meat. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
effect of two sources and two concentrations of Zn on weight gain, meat quality and Zn content in

muscle, blood and liver of young NZW rabbits.

1.3. MATERIALS AND METHODS
Ethical statement
All procedures for handling, sampling and slaughter of animals were carried out in accordance
with the rules of the regulations for the use and care of experimental animals, approved by the
Institutional Ethics Committee of “Colegio de Postgraduados” (College of Postgraduates)

(April/2018).

Animals

A total amount of 100 NZW rabbits, from both genders and 40 days of age, weighing 905.1 £+ 50.5
g were randomly assigned to five treatments. Rabbits were housed into individual cages of
galvanized material (35 x 40 x 50 cm), with an automatic “pacifier type” drinking system and
manual feeders, at the facilities of the experimental rabbit farm of “Colegio de Postgraduados”.
Experimental animals were housed under the same environmental, hygienic and managerial
conditions. During the study environment temperature was 22 + 1.5°C, the experimental period
consisted of 5 days of diet adaptation, followed by 30 days of evaluation. The basal diet (DB)
(Table 1) was prepared according to the recommended requirements by De Blas & Wiseman
(2010), except for Zn, the sources of Zn evaluated were: inorganic as ZnSO4 (ZnSO4-H20O with

36.43% of Zn, Sigma Aldrich®) and organic as Zn-methionate (with 12% of Zn, Zinpro®), using
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two Zn concentrations on each source. Rabbits were fed with the pelletized diets (3.5 mm diameter)

and free access to water.

Table 1.1. Composition of basal diet for fattening rabbits

Ingredient Amount % Calculated composition of the diet

Alfalfa meal 48.70  Digestible energy (kcal kg™?) 2185
Wheat bran 30.00  Crude protein? 15.72
Tejocote meal 10.00  Crude fiber* 15.67
Maize 750  Dry matter? 89.56
Cane molasses 1.00  Ether extract! 3.83
Colza oil 1.00 Ash 9.55
Vitamins Premix 0.10 ADF! 22.31
Minerals premix ' 0.30 NDF! 32.94
Lysine HCL (L-98%) 0.20  Lignin 5.09
Methionine (DL-99%) 0.18  Hemicellulose 10.58
Salt (NaCl) 0.10  Starch 10.74
Threonine (L-98%) 0.10  Lysine 0.79
Tryptophan (L-98%) 0.15 Met + Cys 0.64
Sodium bicarbonate 0.37  Threonine 0.66
Dicalcium phosphate 0.20  Tryptophan 0.34
Cooccidiostat 0.10  Zinc (mg kg™)? 25.5

"Vitamins; A 10000 IU, D3 1000, E 20.00 mg, K3 1.00, B1 1.00, B, 3.00, B¢ 1.00, niacin 28.00,
pantothenic acid 10.00, folic acid 0.20, biotin 0.1, choline 250 and vit B12 0.01 mg/kg in diet™™ Cu
4,10.25, Fe 15, Mn 5, Co 0.10 and Se 0.1 mg kg* of diet. ADF: acid detergent fiber, NDF: neutral
detergent fiber.  Analyzed values.

Experimental design

An array of factorial treatments 2 x 2 + 1 (2 sources x 2 zinc concentrations + one control group)
was used under a completely randomized design, whose treatment combinations were as follows:
T1 = DB with no Zn addition, only the input from ingredients (25 mg of Zn kg analyzed diet),
T,=DB + 25 mg Zn kg* as ZnSQ4, T3 = DB +75 mg Zn kg as ZnSOa, T4= DB + 25 mg Zn kg
as Zn-methionate and Ts=DB + 75 mg Zn kg* as Zn-methionate.
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Variables and sample collection

Weight gain and feed consumption were recorded weekly, feed conversion was calculated as kg
of feed kg of weight gain. At the end of the experiment, animals were slaughtered at the age of
70 days, at the facilities of institutional slaughterhouse. Blood samples were collected, at the time
of animal slit, into “vacutainer” probe tubes without anticoagulant to facilitate the separation of
the serum, keeping the probe tubes in an inclined position for 3 hours at room temperature, then
the blood was centrifuged at 3000 rpm for 15 min at 4°C to obtain the serum; it was stored at -
20°C until its analysis. Living weight was recorded at slaughter and the performance of the canal
was calculated. Color and pH were measured 10 min after slaughter. Liver, loin and leg samples
were obtained from each experimental unit and stored into Ziploc® bags at -80°C until the

determination of Zn, protein, fat, moisture, collagen and water retention capacity.

Meat quality analysis

The pH values in meat were estimated using a portable direct reading meter (HANNA INS. INC.
Mod. HI 99161. Rhode Island, USA) in Longissimus dorsi and Femoris biceps for loin and leg,
respectively. The color was measured in the same tissue used for pH determination using a
colorimeter (Minolta CR-400/410, Tokyo, Japan), by making four measurements clockwise. The
water holding capacity was determined based on the technique described by Pérez & Ponce (2013).
feed Scan ™ equipment (FOSS North America, 8091 Wallace Rd, Eden Praire, MN, USA)
equipped with infrared spectrophotometer with artificial neural network calibration and associated
database was used for estimating fat, moisture, protein and collagen in technical products,

described and validated by Anderson (2007).
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Zn content in serum, feed, liver and muscle

For determination of Zn in blood serum, the methodology described by Lépez-Alonso et al. (2017)
was considered, with the following modifications: a pre-digestion with 2 mL of serum and 2.5 mL
of nitric acid (69% w/v) was performed for one hour at room temperature; subsequently, 0.5 mL
of H202 (33% wi/v) was added and placed into a digester. The temperature was raised to 180°C;
the samples were digested for one hour. Once cooled, they were adapted to 10 mL with deionized
water and determined by atomic absorption spectrophotometry (AAS) (Varian 220 Fast sequential,
Australia). For FEED, liver, loin and leg samples, 1g of wet weight tissue or sample was
considered, dehydrated at 90°C for 8 hours; subsequently, the material was incinerated at 550°C
for 12 hours in a muffle furnace (Furnace, Scorpion Scientific, A-51130) considering the
methodology of Hassan et al. (2017), with the following modifications: samples were digested
with 10 mL of 3N HCL,; they were placed into a beaker covered with clock glass at 200°C in a
digester block, until a light yellow solution was obtained. Once the vapors ceased, the digested
solution was filtered with Whatman® paper 42. The extract was adapted to 50 mL using deionized
water, from which an aliquot of 3 mL was taken, and 6 mL of deionized water were added,
determinations were made using AAS. As a quality control of the analytical measurements made
in Zn in the three tissues analyzed the following actions were performed: in serum, the recovery
of Zn was evaluated by the method of addition; 5 mg Zn L™ (n = 3) were added to a sample with
2.46 mg Zn L. For the liver, loin and leg the homogeneity was evaluated; for this purpose, a
composite sample consisting of four subsamples of the organ was considered. Finally, analysis of

reagent targets was included for each batch of samples analyzed.
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Statistical analysis

The data for weight gain, mineral deposition and meat quality were analyzed using a completely
randomized design with a factorial treatment arrangement, which included the sources and
concentrations of Zn added to the diet and their interaction. The data were expressed as
averagezstandard error, using the GLM procedure of SAS (SAS Institute Inc, ver 2013, Cary, NC,

USA). The means for treatments were compared using the Tukey Test (p < 0.05).

1.4. RESULTS
Weight gain response in rabbits
Results for the addition of Zn to the diet of fattening NZW rabbits are shown in Table 2. The
weight gain and weekly feed consumption were no different (p > 0.05) between the control, source
or concentration of Zn treatments analyzed. With the exception of the feed conversion (FC) that
showed interaction (P <0.05), which was lower when the organic source was used with the highest

concentration of Zn; on the contrary, when using the ZnSO4 source, the FC increased (Figure 1).
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Table 1.2. Average for weight gain, feed consumption, feed conversion, live body weight and
carcass weight (g) according to the source and concentration of Zn added to the diet.

ltems Zn source Zn conc P-value
Control ZnSOs ZnMet SEM 25 75 SEM Source Conc SxC

S1 32.8 33.0 353 263 33.1 353 257 0346 0.400 0.091
S2 37.4 36.5 378 1.73 36.3 380 176 0391 0.334 0.110
S3 36.1 36.1 374 181 37.3 36.2 175 0.887 0.550 0.711
S4 34.2 36.3 334 1.67 36.5 332 173 0.137 0.051 0.649
C1 612.8 620.3 624.8 3459 6058 639.8 3359 0.088 0.324 0.768
C2 7695 7589 806.9 2955 7722 7395 29.31 0459 0.474 0.556
C3 893.7 889.9 918.7 2768 896.2 9125 26.70 0.818 0.562 0.909
C4 1043.7 1035.2 1083.4 27.72 1065.7 1052.9 27.06 0.385 0.645 0.397
FC 3.78 3.72 3.77 0.09 3.71 3.79 0.10 0.602 0.359 0.005
PV 2038 2031 2075 4237 2035 2071 4224 0.355 0.445 0.094
PC 1115 1112 1120 2546 1100 1136 26.39 0.756 0.145 0.255

Zn Conc = Zn Concentration, S1 Gain in week 1, S2= Gain in week 2, S3= Gain in week 3, S4=
Gain in week 4, C1= feed consumption week 1, C2= feed consumption week 2, C3=feed
consumption week 3, C4= feed consumption week 4, CA= feed conversion, PV= Live weight,
PC= carcass weight, Monohydrated zinc sulfate (ZnSO4 H>O with 36.43% zinc), Zinc-methionate
(Zn-Met 12% zinc). SEM=Standard error of the mean. No statistical differences between
treatments (P < 0.05)
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Meat quality

Characteristics of meat; pH, coloration, collagen content, protein, fat, moisture and water retention
capacity of Biceps femoris muscle from the leg showed no differences (p > 0.05) between the
control treatment, source or concentration of Zn. However, in the Longissimus dorsi muscle of the
loin an effect was found in L* and B* indexes (p < 0.05), when supplemented with the Zn-Met
source (Table 3). In addition, the source and concentration interaction was significant for the B*
index in the loin muscle, using the high concentration of the Zn-Met source (p <0.05) the response
tended to decrease, compared to the ZnSO4 source (Figure 2). The loin muscle had no differences
(p >0.05) in collagen, protein, fat, and moisture and water retention capacity for source effect and

Zn concentration.

Zinc content in tissue

Zn content in blood serum (Table 4) was higher for the control, for which Zn was not added (p =
0.03), only with the addition of dietary ingredients (25.5 mg Zn kg* of diet). Meanwhile, liver is
the organ with the highest Zn content but showed no differences (p > 0.05) between control, source
or concentrations of Zn analyzed. The retention of Zn in Longissimus dorsi muscle of the loin was

higher (p=0.02) when using of 25 mg Zn kg'* concentration.
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Table 1.3. Average values of rabbit meat quality indicators by adding two sources of Zn (Zinc

sulfate and Zn-Methionate) at two concentrations (25 and 75 mg Zn kg-1) in the diet.

ltems Zn source Zn conc P-value
Control ZnSO; ZnMet SEM 25 75 SEM Source Conc SxC
Leg
pH 5.76 5.69 570 0.06 572 567 006 0.831 0.468 0.852
L* 4875 48.21 46.31 1.16 47.34 4717 120 0.486 0.895 0.692
A* 18.09 1781 1751 059 1791 1737 0.61 0.653 0.410 0.363
B* 5.30 5.26 501 031 526 5.02 0.33 0841 0.443 0.924
Collagen? 1.17 1.22 1.15 004 119 118 0.04 0.121 0.897 0.990
Protein 1 2197 2209 2229 15 2221 2217 13 0.215 0.786 0.508
Fat! 2.76 2.71 296 016 271 297 16 0135 0.132 0.738
Moisture? 7458 7450 7433 17 7451 7431 15 0319 0.261 0.946
WHC 2680 27.05 2432 170 2580 25.63 1.71 0551 0.906 0.564
Loin
pH 5.68 .72 562 009 572 562 010 0.281 0.308 0.496
L* 47.678 46.89° 43.82° 1.00 4523 4542 1.06 0.024 0.847 0.448
A* 12.16 11.78 1176 048 11.73 11.80 0.42 0.837 0.895 0.348
B* 417° 418 3.71® 0.18 3588 401 0.18 0.019 0.563 0.011
Collagen! 1.17 1.21 1.09 005 115 114 0.05 0.321 0.943 0.786
Protein 1 2154 2172 2178 (1 21.76 21.73 (16 0.708 0.847 0.973
Fat! 6.09 5.42 6.12 (39 567 587 (35 0.087 0.62 0.875
Moisture? 7155 7210 7144 32 7187 7167 (26 0.053 0.536 0.963
WHC 2485 24.07 2251 144 2392 2263 141 0412 0.490 0.520

Conc Zn=Zn Concentration, L*=Luminosity, A*=Red index, B*=Yellow index, Prot= Protein.
WHC= Water holding capacity. ‘Expressed in g 100 g*. Zinc sulfate monohydrate (ZnSO4 H20O
with 36.43% zinc), Zinc-methionate (Zn-Met 12% zinc). SEM=Standard error of the mean.
Different letters within rows indicate significant difference (P < 0.05).
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Figure 2. 2. Interaction of the source x concentration of Zn in rabbit diet and its effect on the B*
index on Longissimus dorsi muscle.

Table 1.4. Average Zn retention values (ppm) in rabbit tissues by adding two sources of Zn (zinc
sulfate and Zn-methionate) to two concentrations (25 and 75 mg Zn kg™) on a diet

Zn source Zn Conc P-value
Items

Control ZnSOs ZnMet SEM 25 75 SEM Source Conc SxC
Serum  2.86% 235" 241" 0.110 254® 221" 0.136 0.013 0.030 0.660
Liver 3821 37.08 3262 1965 3595 3375 2162 0.097 0.410 0.070
Leg 10.79 1142 11.13 0.791 1097 1155 0.996 0.767 0.570 0.070
Loin 9.20° 11.94 1078 0.936 12.80* 9.92% 1276 0.345 0.022 0.265

Zn Conc =Zn Concentration, Zinc Sulfate Monohydrate (ZnSO4. H2O with 36.43% zinc), Zinc-
Methionate (Zn-Met 12% zinc). SEM=Standard error of the mean. Different letters indicate
significant difference (P < 0.05) (n=10) * Analyte recovery of 874 % (n=3).

1.5. DISCUSSION
The inclusion of different concentrations of Zn in diet has been widely used but results are
inconsistent. Previous studies concluded that there were no differences in weight gain and feed
consumption (Nessrin et al., 2012; Chrastinova et al., 2015), in agreement with the results of this
study using ZnSO4 vs Zn-Met at two concentrations in diet during the fattening stage of rabbits;

therefore, weight gain is not influenced by the inclusion of Zn at high concentrations. However,
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Yan et al. (2017) reported a weight gain improvement (24.9 g vs 27.7 g) with 80 mg Zn kg of
diet in the form of ZnSO4 vs Zn-Met, respectively. It is important to mention that in our study the
weight gain ranged from 32.8-38.0 g d, this might be attributed to the genetic component.
Meanwhile, in fattening chickens, similar results are repoted when the organic sources of Zn
(Salim et al., 2012; Zakaria et al., 2017) were included. feed conversion was better by using the
concentration 75mg Zn kg of Zn-Met, organic sources improve the digestibility of nutrients
(NDF, ADF, Na, K, and Mn) with respect to the inorganic source (Meshreky et al., 2015;

Chrastinovd et al., 2016).

There is little information regarding the inclusion of Zn and its effect on the characteristics of
rabbit meat. In our study, the pH was similar between control and treatments in the Biceps femoris
muscle of the leg, coinciding partially with what was reported by Chrastinova et al. (2015),
showing that pH is not influenced by different concentrations of Zn, but it does by the factor of
ant-mortem management (Apata et al., 2012). The coloration and proximal composition (protein,
fat, moisture and collagen) in the leg muscle was similar in all treatments, showing that the physical
and nutritional properties in the leg (Dalle Zotte & Szendro, 2011) are maintained regardless of

the inclusion of Zn.

In the case of Longissimus dorsi muscle of the loin, the values of L* and B* decreased when using
the inclusion of Zn-Met. This could be related to three positive effects of organic sources; first, Zn
from organic source has a higher degree of availability at the level of the small intestine, related
to inorganic sources (Chrastinova et al., 2016; Cui et al., 2017); second, the zinc-methionine
complex prevents insoluble complexes from forming in the digestive tract (free form of the ion of

Zn) and facilitates the transport of Zn through the intestinal mucosa (Meshreky et al., 2015; Zakaria

32



et al., 2017); third, the transfer of Zn from the intestinal mucosa up to the plasma is regulated by
metallothioneins that are dependent on Zn, which influences the maintenance of color (National
Research Council, 2005). It should be noted that the A* index is above the interval indicated by
De Blas & Wiseman (2010), this could be related to the inclusion of fruit as hawthorn (Crateagus
spp.) flour in the diet, an ingredient with pectin and antioxidants such as flavonoids, carotenoids
and vitamin C (Garcia-Mateos et al., 2013; Cervantes-Paz et al., 2018). In general, the coloration
of the loin benefited from the use of the organic sources, color is one of the main attributes
considered by consumers (Apata et al., 2012). In addition, no content modifications of protein, fat,
moisture and collagen in the loin provided by the rabbit meat were determined (Dalle Zotte &
Szendro, 2011). Research on broiler chickens reported an increase of collagen in the skin when
high concentrations of organic Zn were used. This advantage helps to keep cells firmly attached

and offer greater resistance and flexibility to the skin (Rossi et al., 2007).

The amount of Zn in blood serum has a rapid circulation rate and little storage in the body;
therefore, Zn has to be present in the diet (Sloup et al., 2017). In this study we found no positive
effect between Zn source or concentration and the content of Zn in the blood, being larger in the
control group, in agreement with Nessrin et al. (2012), who reported higher retention of Zn in
plasma, hair and urine in the rabbit control group (without inclusion of Zn in the diet). Therefore,
this could be attributed to reuse of Zn by the intake of soft feces to cover the minimum
requirements of Zn in the body. Soft feces are composed of protein, amino acids, B-complex
vitamins and minerals (De Blas & Wiseman, 2010). However, specifically in microminerals, the

proportion that is reused with respect to what is ingested is unknown. In chickens (Olukosi et al.,
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2018; Ivanisinova et al., 2016), lambs (Alimohamady et al., 2018), and goats (Jia et al., 2009), a

positive association of Zn inclusion and blood retention has been reported.

The retention of Zn in the liver was similar between the sources and concentrations studied with
respect to the control, such findings contradict other studies (IvaniSinova et al., 2018) that included
200 mg Zn kg'* in organic form, which increased the retention of Zn in the liver, as well as results
of Hassan et al. (2017) with 60 mg Zn kg™ of Zn oxide nanoparticles, which increased the amount
of Zn in water, although in less quantity than in our study; a possible reason of such discrepancies
could be the different Zn organic compounds used and their absorption efficiency (Shannon &
Hill, 2019), while in posture hens (Abedini et al., 2017), and rats (Nagalakshmi et al., 2016) the

ascending concentrations of diet Zn increased its retention in the liver.

In loin, concentration of 25 mg Zn kg in diet favored retention of the element in the muscle.
However, the use of the highest concentration of Zn caused the decrease in the concentration of
Zn in the muscle, coinciding to what was reported by Cavalcante & Ferreira (2000). This could be
related to the status and requirement of Zn in the body, Zn-transporters and proteins associated
with the transport to the cells, as a consequence, although Zn is available it is not required by

organism, resulting in a low absorption of the element (Kambe et al., 2015).

Zn is necessary for the structure and function of metallothioneins and superoxide dismutase (Liu
et al., 2011), thus, regular dietary intake is required to meet the physiological needs of the rabbit
(Swain et al., 2016). In addition, by promoting a greater deposition of Zn in rabbit meat, it opens
the possibility of generating a functional product to meet the nutritional requirements of Zn in

humans. For the human diet, meat is the main source of Zn (Salim et al., 2012). Further studies
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with different levels of Zn are needed to determine the best response in the deposition of the

element in the rabbit meat without affecting its quality.

1.6. CONCLUSION
Zn supplementation in rabbits during fattening stage improves feed conversion and meat color
when organic source is used. Supplementation of 25mg Zn kg* in diet increased deposition of Zn

on the rabbits loin, which is important to provide larger amounts of Zn for human consumption.
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CAPITULO Il. EFECTO DEL ZINC ORGANICO EN EL COMPORTAMIENTO

SEXUAL, CALIDAD SEMINAL Y PRODUCCION ESPERMATICA EN CONEJOS

2.1. RESUMEN

El objetivo fue evaluar la respuesta de la inclusion, en la dieta, de concentraciones mayores de zinc
(Zn), a las recomendadas en los requerimientos nutricionales, sobre el comportamiento sexual,
calidad seminal y produccidn espermatica. Se asignaron aleatoriamente conejos Nueva Zelanda
Blanco (n=33) de 5 meses de edad a tres tratamientos: 1) dieta basal (DB) o control, sin adicion de
Zn, solo el aporte de los ingredientes de la dieta (25 mg zinc kgt); 2) 150 Zn: DB mas 150 mg de
Zn organico; 3) 200 Zn: DB mas 200 mg de zinc. El disefio experimental fue completamente al
azar con 11 repeticiones por tratamiento, la unidad experimental fue el conejo. Se realizaron 6
sesiones de coleccion de semen con dos eyaculados por macho. La concentracion de zinc en la
dieta mostrd afectar el pH seminal (p = 0.01), la velocidad curvilinea (VCL; p = 0.03), la distancia
curvilinear espermatica (DCL; p = 0.007) y el porcentaje de espermatozoides normales (PEN; p =
0.02). El pH fue mayor en el grupo control con respecto a las concentraciones altas de zinc. La
VCL, DCL y el PEN en conejos con 200 Zn fueron menores que con 150 Zn y grupo control. Los
primeros eyaculados obtuvieron mayores (p = 0.05) potenciales reproductivos debido a: 27.1%
menor tiempo de reaccién, 87.4 % mas de presencia de gel; e incrementos en volumen seminal
(42.7%), concentracion espermatica por eyaculado (41.7%), indice de rectitud espermatica (2.8%)
y nimero de dosis seminales (8.3), mientras que la amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza
del espermatozoide y la distancia curvilinea fueron superiores (p < 0.05) en el segundo eyaculado
que el primero. La DB con 25 Zn y aquella con 175.5 Zn mejoraron las caracteristicas de
movilidad, cinematica de movimiento, calidad espermatica y potencial reproductivo. La dieta con
225.5 mg zinc Kg! afecto negativamente el comportamiento reproductivo de los machos lo que
puede impactar la prolificidad y fertilidad de las conejas.

Palabras clave: conejos machos, zinc organico, comportamiento reproductivo
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2.2 ABSTRACT

The aim was to evaluate the response of the inclusion of greater dietary zinc (Zn) concentrations
than those recommended in the nutritional requirements on sexual behavior, semen quality and
sperm production in rabbits. Five months old New Zealand White rabbits (n = 33) were randomly
assigned to three treatments: 1) basal diet (BD) or control, without the addition of zinc, considering
only the provision of the ingredients included in the diet (25.5 mg zinc kgl); 2) 150 Zn: BD plus
150 mg of organic Zn; 3) 200 Zn: BD plus 200 mg Zn. The experimental design was completely
random with eleven repetitions; experimental unit was one buck. Six semen collections sessions
were carried out with two ejaculations per buck. The dietary Zn concentration in the diet was
shown to affect the seminal pH (p = 0.01), curvilinear sperm velocity (VCL; P =0.026), curvilinear
sperm distance (DCL; p = 0.007) and the percentage of normal sperms (PNS; p = 0.02). The
seminal pH was greater in the control group than the highest Zn concentrations treatments. The
VCL, DCL and PNS in rabbits under 200 Zn were highest than 150 Zn and the control group. First
ejaculates showed greater (p < 0.05) reproduction potential due to: 27% less reaction time, 87.4%
more presence of gel; and increased seminal volume (42.7%), sperm concentration per ejaculate
(41.7%), straightness of track (2.8%) and number of seminal doses (8.3), whereas the amplitude
of lateral head displacement and curvilinear distance were superior (p < 0.05) in the second
gjaculate than the second. The BD with 25 Zn and those with 175.5 Zn improved the motility
characteristics, sperm kinematics, seminal quality and reproduction potential. The diet with 225.5
mg Zn kg negatively affected the reproductive performance of male rabbits which may impact
doe’s prolificacy and fertility levels.

Key words: male rabbits, organic zinc, reproductive performance
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2.3 INTRODUCCION

EL zinc (Zn) es un nutriente esencial involucrado en el crecimiento y reproduccion animal (Chu
etal., 2016; Anwar et al., 2019), interviene en la actividad antioxidante, es un cofactor del Cu (Li
et al., 2017; Rahman et al., 2014; Uriu-Adams y Keen, 2010). El Zn es secuestrador de radicales
libres de oxigeno (Anwar et al. 2019) ademas participa en la transcripcion de genes y formacion
de dedos de Zn necesarios para la configuracion del ADN (Bojar et al., 2013) y en procesos
fisiologicos relacionados con la respuesta inmune (Chen et al. 2019). El Zn se encuentra en altas
concentraciones en el sistema reproductivo del macho (Ghorbani et al. 2018), interviene en la
sintesis y secrecion de testosterona en las células Leydig (Z. Li et al. 2017), participa en el

mantenimiento de células germinales y desarrollo de la espermatogénesis (Chen et al. 2019).

Sin embargo, los requerimientos de Zn en no rumiantes se afectan por la interaccion con factores
antinutricionales como el acido fitico (Bao y Choct, 2009; Saleh et al., 2018) presente en los
ingredientes vegetales de las dietas, disminuyendo la digestibilidad y absorcién de Zn en el tracto
gastrointestinal en pollos (Salim et al., 2012; Zakaria et al., 2017), conejos (Meshreky et al., 2015)
y cerdos (Xu et al., 2017), convirtiéndose en una limitante en la produccion. La deficiencia de Zn
en machos se evidencia en un retraso en el desarrollo sexual (Prasad y Bao, 2019), ocasionando
dafos en el reticulo endoplasmico de las células de Leydig y atrofia severa de tabulos seminiferos
(Murarka et al., 2015; Khoobbakht et al., 2018) lo que aumentan la cantidad de espermatozoides
con colas mal formadas y lesiones en el axonema, que influyen en la produccion y calidad

espermatica (Cheahy Yang, 2011; Foresta et al., 2014).

Los requerimientos de Zn para conejos son 35-70 mg Zn kg de dieta (De Blasy Mateos, 2010).
Mientras tanto, en machos los requerimientos de Zn son mayores respecto a la etapa de
crecimiento, porque es necesario para el desarrollo testicular y en el proceso de espermatogénesis
(Kerns et al., 2018; Sutovsky et al., 2019). Evidenciando una atencién necesaria a los
requerimientos de Zn (Brugger y Windisch, 2019). Estudios al usar concentraciones de 100 o 200
mg Zn kg de dieta en hembras reportaron pesos mayores de camadas al nacimiento (Amen y
Sulaiman Muhammad, 2016), mientras en sementales al usar concentraciones de 150 ZnO se
mejoro la concentraciéon y motilidad espermatica (Baiomy et al., 2018; Oliveira et al., 2004). Sin

embargo, estos resultados no son concluyentes en aspectos de calidad y cinemaética de
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movimientos de los espermatozoides, minimizando la influencia del macho en la fertilidad y
prolificidad de las hembras (El-Tarabany et al., 2015). Por ello, es importante considerar la
biodisponibilidad de Zn de fuentes orgénicas, ya que esto influye en su absorcion y mejora de la
fertilidad del macho (Narasimhaiah et al., 2018). Debido a la escasa informacion acerca de los
requerimientos de Zn y sus efectos en la calidad espermatica en conejos ha sido poco estudiada,
por lo anterior hipotetizamos que inclusiones de Zn organicas a concentraciones superiores a los
requerimientos establecidos, mejoraria la produccion y calidad seminal en sementales. Por lo
anterior, el objetivo del presente estudio fue estudiar el efecto de concentraciones altas de zinc
organico en el comportamiento sexual, calidad seminal y produccién espermatica de conejos

Nueva Zelanda Blanco.

2.4. MATERIALES Y METODOS
Declaracion ética

Todos los procedimientos de manejo y muestreo de los animales fueron realizados en concordancia
con las normas del reglamento para el uso y cuidado de animales experimentales, aprobados por
el Comité de ética institucional del Colegio de Postgraduados (abril/06/2019).

Localizacion

El estudio se realizé en “Conejos” Centro de Investigacion Cientifica del Estado de México A.C.
(COCICEMAC), localizado en San Miguel Coatlinchan, Texcoco, Estado de México a 19’ 27’
N, 98’ 53”* O y 2,220 m sobre el nivel del mar. La temperatura media anual 15.9°C y 645 mm de

lluvias anuales. El trabajo se inici6 el 19 de julio y finalizé el 21 de septiembre de 2019.

Animales, tratamientos y disefio experimental

Treinta y tres conejos machos Nueva Zelanda Blanco puberales de 5 meses de edad provenientes
de la granja experimental del Colegio de Postgraduados, fueron seleccionados con base en la
calidad de sus progenitores al finalizar el periodo de engorda a los 80 dias de edad. Los conejos
fueron asignados aleatoriamente a uno de tres tratamientos experimentales como sigue:1) dieta
basal (DB) o control, sin adicion de zinc, s6lo el aporte de los ingredientes incluidos en la dieta
(25 mg Zn kg); 2) 150 Zn: DB + 150 mg de zinc organico, con un total de 175.5 mg Zn Kg* de
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la dieta; 3) 200 Zn: DB + 200 mg de Zn con un total 225.5 mg Zn Kg™. El disefio experimental
fue completamente al azar con 11 repeticiones por tratamiento, la unidad experimental fue el

conejo.

Instalaciones

Los conejos se alojaron en un mddulo de ambiente natural con aislamiento térmico tanto en el
techo como en paredes y provisto con ventanas laterales. Los machos se mantuvieron en jaulas
metélicas individuales (54 x 60 x 40 cm) equipadas con bebederos automaticos y comederos tipo
inglés. Los conejos recibieron luz natural. Durante el estudio, la temperatura ambiental promedio
fue 18 °C (13 - 23 °C) y humedad relativa de 71 %.

Manejo alimenticio

Se formulé una dieta basal con los ingredientes que se muestran en el cuadro 2.1, de acuerdo a
los requerimientos nutricionales recomendado por (De Blas y Mateos, 2010), excepto para Zn.
La dieta basal no se le incluy6 ninguna fuente de Zn y su aporte solo fue de los ingredientes de 25
mg Zn kg! de dieta. Para la preparacion de las dietas 150 Zn y 200 Zn, a la dieta basal se le
adicionaron 150 y 200 mg de Zn en la forma de metionato de zinc organico (Zinpro®, con 12% de
Zn), respectivamente. Las dietas ofrecidas fueron peletizadas y se les administré a los conejos 200
g diarios durante el periodo experimental. Los consumos de alimento por macho por dia fueron

registrados.

Contenido de Zinc en la dieta basal

Para la determinacion de zinc de la dieta basal, 1 g de muestra himeda, fue deshidratada a 90°C
por 8 horas; posteriormente, el material se inciner6 a 550°C durante 12 horas en una mufla
(Furnace, Scorpion Scientific, A-51130). Considerando la metodologia de Hassan et al. (2017),
con las siguientes modificaciones: las muestras fueron digeridas con 10 mL de HCL 3 N; fueron
colocadas en un vaso de precipitados cubierto con vidrio de reloj a 200°C en un block digestor,
hasta obtener una solucion de color amarillo claro. Una vez que los vapores cesaron, la solucion
digerida fue filtrada con papel Whatman® 42. El extracto se afor6 a 50 mL usando agua
desionizada, de éste se tomd una alicuota de 3 mL y se adicionaron 6 mL de agua desionizada, se
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determind por espectrofotometria de absorcion atomica (Varian 220 Fast sequential, Australia).
Como control de calidad de las mediciones analiticas realizadas en Zn, se incluyeron analisis de

blancos de reactivos en cada lote de muestras analizadas.

Cuadro 2.1 Composicién de la dieta basal para conejos

Ingredientes Cantidad % Composicion de dieta calculada %
Alfalfa 46.40 Energia digestible (kcal kg™) 2185
Salvado de trigo 26.00 Proteina cruda® 15.06
Harina de tejocote 18.00 Fibra cruda 18.3
Semilla de girasol completa  7.00 Materia seca’ 89.93
Melaza de cafia de azUcar 1.00 Extracto etéreo? 5.81
Premezcla de vitaminas’ 0.10 Cenizas! 9.35
Premezcla minerales’™ 0.30 FDA! 23.86
Lisina HCL (L- 98%) 0.10 FDN? 33.94
Metionina (DL- 99%) 0.18 Lignina 5.87
Cloruro de sodio (NaCl) 0.10 Almidon 6.97
Treonina (L- 98%) 0.10 Lisina 0.74
Triptofano (L- 98%) 0.15 Met+Cys 0.65
Bicarbonato de sodio 0.27 Treonina 0.68
Fosfato bicélcico 0.20 Triptofano 0.34
Coccidiostato 0.10 Zinc (mg/kg)! 25.5

fProporcionado por mg kg de dieta: vitamina (vit) A 10000 Ul, vitamina D3 1000, vitamina E 20.00 mg, vitamina
K3 1.00, vitamina B 1.00, vitamina B 3.00, vitamina Bs 1.00, niacina 28.00, acido pantoténico 10.00, &cido félico
0.20, biotina 0.1, colina 250, vit By, .01.

"Proporcionado por mg kg™ de dieta: Cu 4, | .25, Fe 15, Mn 5, Co .10, Se 0.1 mg. FDA: fibra detergente acida, FDN:
fibra detergente neutra. Valores determinados.

Coleccidn de semen y variables de respuesta

Los sementales iniciaron su periodo de entrenamiento y colecta de semen a las 18 semanas de
edad. A la edad de 20 semanas iniciaron el periodo experimental cuya duracion fue de 6 semanas.
Para la coleccion de semen se utilizdé una vagina artificial tipo inglés y una coneja de apoyo, de
acuerdo con la metodologia descrita por (Rodriguez-De Lara et al., 2003). ElI comportamiento
sexual fue determinado por el tiempo de reaccion que corresponde al intervalo desde el momento
de la introduccién de la hembra de apoyo y vagina artificial a la jaula del macho a la eyaculacion,
se midio mediante un crondmetro. La colecta de semen fue realizada una vez por semana los dias

sabados entre las 12:00 y 16:00 h, considerando dos eyaculados de un mismo semental a un
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intervalo de 5 minutos en promedio. Una vez obtenidos los eyaculados se mantuvieron en bafio
maria a 32° C hasta su evaluacion. El volumen se midio directamente en tubos colectores
graduados a razon de 0.2 mL. Cuando las muestras presentaban gel, este se removia del tubo
colector. El pH del semen se determiné empleando tiras reactivas de pH, cuyos valores oscilan

entre 1y 12 con intervalos de una unidad (Dual Tint®).

Posteriormente cada muestra se diluy6 1:5, 50 uL de semen en 250 pL de solucion salina fosfatada
(Dulbecco A; Oxoid Inc., UK), se hizo una segunda dilucion con una tincion Viadent (Hoechst
33258) 1:1, para lo cual se tomaron 100 pL de la dilucion anterior y se colocaron junto con 100
uL de Viadent. La tincién Viadent contiene bisbenzimida triclorhidrato y utiliza luz fluorescente
para determinar el numero de células no viables, ya que solo se tifien las células que no tienen las
membranas intactas. Se tom6 una alicuota (+ 3 pL) de la altima dilucién y fue cargada en una
Leja® (porta objeto de profundidad fija desechable, B.V Nieuw-Vennep. The Netherlands) de 20
micrones de profundidad atemperada a 37°C, para su evaluacidén espermatica en el sistema de
analisis de semen computarizado (CASA IVOS Il, v 1.7, Hamilton Thorne Research, Beverly,
MA). Para dicho analisis, las muestras se incubaron por 2 min a 37°C dentro del IVOS Il en la
Leja.

Las variables de respuesta evaluadas relacionadas con la libido y las caracteristicas seminales
fueron tiempo de reaccion (s), presencia de gel en el eyaculado (%), pH y volumen seminal (mL).
Las variables determinadas mediante el sistema CASA fueron: concentracion espermética por mL
(x10°%), concentracion espermatica por eyaculado (x10°), espermatozoides estaticos (%), motilidad
total (%), motilidad progresiva (%), velocidad rectilinea espermatica (um/s); VCL: velocidad
curvilinea (um/s); VAP: velocidad promedio de trayectoria (um/s); LIN: indice de linealidad (%);
STR: indice de rectitud (%); WOB: indice de oscilacion (%); ALH: amplitud media del
desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (um); BCF: frecuencia de golpe cruzado
(Hz): DSL.: distancia de linea recta (Micrones); DCL.: distancia curvilinear (Micrones); DAP:
distancia promedio de trayectoria (Micrones); viabilidad espermatica (%), colas dobladas (%),
colas enrolladas (%), gota citoplasmatica proximal (%) y gota citoplasmatica distal (%). Para la
determinacion de las variables de respuesta mediante el sistema CASA se analizaron al menos 400

espermatozoides por muestra. Con la informacién recabada se calcularon el nimero de

46



espermatozoides vivos normales motiles por volumen de eyaculado. EI nimero potencial de dosis
para uso en inseminacion artificial se estimo con base a la variable de respuesta anterior dividido

por 5 millones.

Analisis estadistico

Las variables de respuesta fueron sometidas a analisis de varianza considerando el siguiente

modelo aditivo lineal:
Vi = #+Ti+ Ej+ My + (T = E)yj + by (Xijig — X) + bo(Xijiw — X) + €35

donde Yiju, es la variable respuesta; p, es la media general; Ti, es el efecto fijo de la i-ésima
concentracion de zinc en la dieta (i = 25 Zn, 150 Zn, 200 Zn); Ej, es el efecto fijo del j-ésimo
eyaculado (j = primero, segundo); My, es el efecto aleatorio del k-ésimo macho (k =1, ..., 32) ~
NI(0,4%n); (T*E)jj es la interaccion entre concentraciones de zinc y orden de eyaculado; bs es el
coeficiente de regresion lineal de la covariable peso del conejo al momento de la coleccion de
semen; by es el coeficiente de regresion lineal de la covariable sesion de coleccion de semen Y &iju,

es el residual ~NI(0,%).

Las variables en porcentajes se transformaron utilizando arco seno, el tiempo de reaccién y las
concentraciones espermaticas mediante log 10. Todos los analisis de varianza se hicieron con los
datos originales y transformados. Las covariables que no mostraron un efecto significativo (p >
0.05) fueron eliminadas del modelo y se volvid a realizar otra vez. Los analisis de varianza dieron
los mismos patrones de respuesta cuando se utilizé los datos transformados y originales. Los

resultados del andlisis de varianza se presentaron con las unidades originales.

Las variables de respuesta se analizaron mediante medias de cuadrados minimos utilizando el
procedimiento PROC MIXED (SAS Institute 2013). La comparacion de medias se realizo

mediante la prueba de Tukey.
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2.5. RESULTADOS

El nimero de conejos que finalizaron el experimento para los tratamientos control, 150Zn y 200
Zn fueron 11, 11 y 10, respectivamente. EI macho en este ultimo tratamiento fue eliminado por
falta consistente de libido. Se analizaron estadisticamente un total de 332 registros para las
diferentes variables evaluadas. La covariable sesion de coleccion de semen fue significante (p <
0.05) en 20 de las 27 variables analizadas. Las variables influenciadas por esta covariable se
ajustaron a una sesion estandar de 3.6. La covariable peso del macho al momento de la coleccion
de semen influyd (p < 0.05) en la distancia de linea recta (DSL) y en distancia curvilinear (DCL)
por lo que estas variables fueron ajustadas a un peso estandar de 3721 g.

Comportamiento sexual, caracteristicas seminales y produccién espermatica

El efecto de concentraciones de zinc en la dieta y orden de eyaculado en el comportamiento sexual,
caracteristicas seminales y concentracion espermatica por eyaculado se muestran en el Cuadro 2.2.
Los conejos con 150 Zn manifestaron en promedio tiempos de reaccion ligeramente mas tardios
que aquellos con 200 Zn (+2.1 s) y grupo control (+2.6 s) pero las diferencias no fueron
significativas (p > 0.05). La presencia de gel y el volumen no fueron influenciadas (p > 0.05) por
los niveles de zinc en la dieta. Sin embargo, el pH seminal del grupo control fue superior (7.05; p
< 0.01) y hacia la neutralidad que aquellos con altas concentraciones de Zn organico (7.0). El
nimero de espermatozoides por eyaculado en los conejos control tuvieron valores superiores
comparados con machos con 150 Zn (+10.9%; +12.4 millones) y 200 Zn (+21.5%; +24.4 millones)
pero no se observaron diferencias estadisticas (p > 0.05).

El tiempo de reaccion para la obtencion del primer eyaculado fue mas corto (p = 0.004; -2.6 s) que
el segundo. Asimismo, la presencia de gel en los primeros eyaculados fue mayor (p < 0.0001) que
en los segundos (+87.4%). No se encontraron efectos (p > 0.05) de orden de eyaculado en el pH
seminal. Sin embargo, este factor mostr6 afectar (p = 0.0001) el volumen y la concentracion
espermatica por eyaculado. Para estas ultimas variables los valores fueron mayores en el primer
eyaculado que el segundo en un 42.7% y 41.7 % mas, respectivamente. En promedio, el primer
eyaculado produjo 0.32 mL mas volumen y 53.6 méas millones de espermatozoides por eyaculado

que el segundo.
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Cuadro 2.2. Concentracién de Zn y orden de eyaculado en el comportamiento sexual y
caracteristicas seminales de conejos machos NZB expresado en medias de cuadrados minimos (+
EEM).

Tratamiento Orden Valor - P

Variables Control 150Zn 200Zn EEM Primero  Segundo EEM

T 0o TxO

N =105 N=119 N =108 N=171 N=161

Tiempo de reaccion (s)° 7.28 9.89 7.75 1.07 7.00° 9.61° 0.76 025 0.0037 0.084
Caracteristicas seminales
Presencia de gel (%) 0.35 0.33 0.31 0.04 0.58 0.073 ® 0.03 093 0.0001 0.309
Volumen (mL) 0.61 0.63 056 005 0.752 0.43° 0.04 055 0.00010 0.107
pH ° 7.05 2 7.0° 7.0*  0.03 7.01 7.02 0.01 0.01 0.872 0.987
Ndmero de
espermatozoides/ 11352 101.08 89.11 9.98 128.522 74.87" 86 0322 0.0001 0.035

eyaculado (x 10) °

EEM=Error estdndar de la Media, T= Tratamiento, O= Orden de eyaculado, T x O= Tratamiento x Orden.
° - Sesion de coleccion de semen usada como covariable.
ab - Letras con diferentes superindices en la misma fila son diferentes (P < 0.05).

Caracteristicas de movilidad y cinematica de movimiento espermatico

En el cuadro 2.3 se muestra el efecto de las concentraciones de zinc en la dieta y orden de
eyaculado en el porcentaje de espermatozoides estaticos, motilidad total y progresiva, asi como en
las caracteristicas de cinematica de movimiento espermatico. Se encontraron ciertas tendencias (p
= 0.11) de las caracteristicas de movimiento a ser influenciadas por tratamiento. Los porcentajes
de espermatozoides estaticos de conejos con 200 Zn tendieron a ser mayores que con 150 Zn
(+28.3%) vy el control (+18.3%), mientras que las motilidades espermaticas totales para estos dos
ultimos tratamientos mostraron valores superiores en un 7.0 y 4.6% con respecto al primero.
Asimismo, los porcentajes de espermatozoides motiles progresivos en conejos con 200 Zn
tendieron a ser mas bajos que con 150 Zn (-7.6) y el control (-10.6%).

Las caracteristicas de cinematica de movimiento espermatico no fueron influenciadas (p > 0.05)
por los niveles de zinc en la dieta excepto para la velocidad curvilinea (VCL; p = 0.03) y distancia
curvilinear espermatica (DCL; p =0.007). La VCL de los espermatozoides en conejos alimentados
con 200 Zn fueron menores que aquellos con 150 Zn (-7.9%) y grupo control (-8.2%), mientras
que la DCL de estos dos ultimos tratamientos fueron mayores en 8.4 y 9.2% comparados con el

primero, respectivamente. Se observaron ciertas tendencias de tratamiento en la velocidad
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promedio de trayectoria espermatica (VAP; p = 0.07) y en las distancias promedio de trayectorias
(DAP; p =0.06). Los valores respectivos para VAP y DAP de los conejos con 200 Zn tendieron a
ser menores que con 150 Zn (-8.6 y -10.1%) y el control (-9.8 y -9.0%).

Cuadro 2.3. Concentracion de Zn y orden de eyaculado en las caracteristicas de motilidad y
cinemética de movimiento esperméatico de conejos NZB expresado en medias de cuadrados
minimos (x EEM).

Tratamiento Orden Valor - P
Control  150Zn 200Zn EEM  Primero Segundo EEM
Variable T 0] TxO
N= 105 N=119 N=108 N=171 N =161

Caracteristicas de movilidad

Espermatozoides estaticos (%)° 17.12 15.02 2095 1.95 18.08 17.31 1.32 0.111 0.583 0.766
Motilidad total (%) ° 82.87 84.97 79.04 195 81.91 82.68 132 0111 0581 0.766
Motilidad progresiva (%) ° 51.91 50.22 46.39 3.11 50.41 48.58 1.99 0.115 0.292 0.794
Cinemética de movimiento
VSL (umi/s) ° 86.72 81.61 7761  3.46 81.31 82.65 219 0204 0443 0.313
VCL (umi/s) 186.0> 1854 170.7» 4.23 176.92 184.65 276 0.026 0576 0.354
VAP (um/s) ° 97.41 96.13 8782 298 92.89 94.68 234 0.066 0.576 0.698
LIN (%) ° 48.38 46.55 4752 1.38 48.16 46.68 091 0.649 0.108 0.096
STR (%) ° 79.05 75.89 78.71 155 789 76.7° 1.01 0291 0.016 0.198
WOB (%) ° 59.14 59.02 58.24 0.93 58.85 58.75 061 0768 0.852 0.042
ALH (mm) ° 7.11 7.29 6.72 0.19 6.89° 7222 012 0152 0.003 0.119
BCF(HZ)° 38.12 36.31 3721 0.56 37.87 36.58 057 0152 0468 0.957
DSL (Micrones) *° 33.52 30.97 29.04 182 31.25 3111 131 0.248 0.876 0.414
DCL (Micrones)*° 7322 72.62 66.5° 1.68 69.7° 718 1.11  0.007 0.048 0.344
DAP (Micrones) 52.82 53.49 48.08  2.65 49.77 53.3 215 0.059 0.2471 0.758

VSL (um/s): velocidad rectilinea; VCL (um/s): velocidad curvilinea; VAP (um/s): velocidad media; LIN (%): indice de
linealidad; STR (%): indice de rectitud y WOB (%): indice de oscilacion; ALH (um): amplitud del desplazamiento lateral
de la cabeza; BCF (Hz): Frecuencia de Batida de la Cabeza; DSL: Distancia en linea recta, DCL: Distancia en linea
curva, DAP= Distancia en el camino promedio.

EEM=Error estdndar de la Media, T= Tratamiento, O= Orden de eyaculado, T x O= Tratamiento x Orden.

* - Peso al momento de la coleccion de semen usada como covariable.

° - Sesidn de coleccién de semen usada como covariable.

ab - Letras con diferentes superindices en la misma fila son diferentes (P < 0.05).

El orden de eyaculado marco una diferencia el indice de rectitud espermatica (STR; p = 0.02), en
la amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH; p = 0.003) y

en la distancia curvilinea espermatica (DCL; p = 0.05). EI STR fue superior en el primer eyaculado
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(+2.8%) mientras que para ALH y DCL los valores fueron superiores en la segunda eyaculacién
que la primera. Para estas dos ultimas variables, en promedio su amplitud de desplazamiento lateral
de la cabeza y su distancia curvilinea entre eyaculados variaron en 0.33 mm y 2.1 micrones,

respectivamente.

Caracteristicas de viabilidad, morfologia espermética y potencial reproductivo

Los efectos de las concentraciones de zinc en la dieta y orden de eyaculado en la viabilidad,
morfologia espermatica, produccion y numero dosis potenciales para uso en inseminacion artificial
se muestran en el Cuadro 2.4. Los niveles de zinc no afectaron (p > 0.05) la mayor parte de las
variables relacionadas con estas caracteristicas. Sin embargo, se observo que los conejos con 200
Zn tendieron (p = 0.11) a presentar porcentajes de viabilidad espermatica menores en un 2.8 y
1.9% comparados con 150 Zn y el grupo control, respectivamente. El porcentaje de
espermatozoides normales fue afectado (p = 0.02) por las concentraciones de zinc en la dieta.
Conejos con 200 Zn presentaron proporciones menores de normalidad esperméatica comparados
con aquellos con 150 Zn 'y grupo control en -14.2 y -14%, respectivamente. Asimismo, se encontro
que el porcentaje de espermatozoides con presencia de gota distal tendieron (p = 0.11) a ser
superiores en los conejos con 200 Zn comparados con 150 Zn (+32.8) y el control (+16.1%). La
concentracion de espermatozoides vivos normales motiles por volumen de eyaculado en el grupo
control obtuvieron en promedio valores superiores comparadas con machos con 150 Zn (+9.3
millones) y 200 Zn (+22.9 millones) pero no se observaron diferencias estadisticas (p > 0.05). Con
estas concentraciones espermaéticas los conejos del grupo control produjeron en promedio 1.8 y
4.6 dosis méas que los tratamientos con 150 Zn 'y 200 Zn en n la dieta, respectivamente.

El ndmero de espermatozoides vivos normales motiles por eyaculado y ndmero de dosis
potenciales para uso en inseminacién artificial fueron superiores en la primera eyaculacién con
respecto a la segunda (P = 0.0001). Con estas concentraciones mayores espermaticas en el primer
eyaculado 8.3 mas dosis fueron obtenidas comparadas con el segundo eyaculado.
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Cuadro 2.4. Concentracion de Zn y orden de eyaculado en caracteristicas de viabilidad, morfologia
espermatica y niumero de dosis potenciales para uso en inseminacion artificial expresado en medias

de cuadrados minimos (+ EE).

Tratamiento Orden Valor - P
. Control 150 Zn 200Zn EEM Primero Segundo EEM

Variable N=105 N=119 N=108 N=171 N=161 T © TxO
Viabilidad espermatica (%) ° 93.49 94.33 91.67 0911 93.1 93.23 0.615 0.115 0.852 0.539
Caracteristicas de morfologia espermatica
Espermatozoides normales (%) 9342 9362 80.3° 3.199 88.4 88.1 1891 0.02 0.658 0.808
Espermatozoides con cola doblada (%) 3.11 3.08 3.69 0.385 3.09 3.5 0.264 0.475 0.131 0.646
Espermatozoides con cola enrollada (%) ° 1.67 1.63 2.67 0.467 1.98 2 0.296 0.226 0.959 0.465
Espermatozoides con gota distal (%) 8.29 6.64 9.88 1.052 8.83 7.71 0509 0.107 0.066 0.979
Espermatozoides con gota proximal (%) ° 0.65 0.54 0.489  0.061 0.52 0.6 0.041 0.206 0.143 0.567
Potencial reproductivo
Espermatozoides Vivos normales a b
progresivos motiles /eyaculado (x10) ° 86.97 77.64 64.08 10.01 97.06 55.40 7.421 0.2816 0.0001 0.0558
Dosis potenciales para uso en 1A ° 17.39 15.59 1281 2011 19412 11.08° 1.461 0.2816 0.0001 0.0558

EEM=Error estandar de la Media, T= Tratamiento, O= Orden de eyaculado, T x O= Tratamiento x Orden.
° - Sesion de coleccién de semen usada como covariable.
ab - Letras con diferentes superindices en la misma fila son diferentes (P < 0.05).

Efectos de interaccion niveles de zinc en la dieta x orden de eyaculado

La interaccion concentracion de zinc en la dieta x orden de eyaculado afectd el nimero de
espermatozoides por eyaculado (p = 0.03) e indice de oscilacion espermaética (p = 0.04) como se
puede observar en el cuadro 2.5. Las concentraciones espermaticas en el grupo control y 150 Zn
fueron diferentes entre el primer y segundo eyaculado (Figura 2.1), mientras que para el
tratamiento con 200 Zn no se encontraron diferencias entre eyaculados (p > 0.05). Para el caso del
primer orden de eyaculado, la produccién espermatica en conejos con 200 Zn fue menor (p < 0.05)
comparados con 150 Zn (-30.3%; - 42.7 millones) y el control (-33.2%; - 48.8 millones). El indice
de oscilacion espermatica (WOB) en los primeros eyaculados en los conejos control y 150 Zn
mostraron valores inferiores que los segundos eyaculados, pero no fueron diferentes (p > 0.05),
mientras que para los conejos con 200 Zn el indice fue superior (p < 0.05) en el segundo que el

primero (Figura 2.2).
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Cuadro 2.5. Efectos de interaccién entre concentraciones de zinc y orden de eyaculado en la con nimero de

espermatozoides por eyaculado expresado en medias de cuadrados minimos (+ error estandar).

Control 150 Zn 200 Zn
Variable Primero Segundo Primero Segundo Primero Segundo Valor-P
N =53 N =52 N =60 N =59 N =74 N =281
NUmero de
espermatozoides/ 146.8+15.4a 79.9+16.2b 140.7£14.8a 62.7£14.9b 98.01+15.5b 82.0+15.7b  0.035
eyaculado (x 109) °
z%'ie deoscilacion  ge g1 1an 59.8+11ab  589+1.0ab 59.2+llab  592+lla  57.3tLlb  0.042
° - Sesion de coleccion usada como covariable.
abc - | etras con diferentes superescritos en la misma fila son diferentes (p < 0.05).
160 7 146.78
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Figura 2.1. Interaccion de la concentracion de Zn x orden de eyaculado en el nimero de

espermatozoides por eyaculado en machos NZB.
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Figura 2.2 Interaccion de la concentracion de Zn x orden de eyaculado en el indice de oscilacion

(%) en machos NZB.
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2.6. DISCUSION

El objetivo del estudio fue el efecto de la inclusion de diferentes concentraciones de Zn organico
en la dieta, en la produccion y calidad espermatica de conejos sementales NZB. De acuerdo a la
literatura consultada los requerimientos para zinc estan en un rango de 25 a 70 mg Zn kg™ de dieta
(Mateos et al.,2010; Cui et al., 2017). Sin embargo, los requerimientos de zinc en sementales son
mayores para proveer una viabilidad espermatica dptima (Sutovsky et al., 2019; Kumar et al.,
2006; Kelleher et al., 2011), sugiriendo que concentraciones altas de Zn pueden mejorar las
caracteristicas seminales de conejos sementales, en consecuencia la informacion que hay es
parcialmente concluyente en la calidad y parametros de cinematica de movimiento del esperma
(Arangasamy et al., 2018). Esto debido a que los iones del zinc estan presentes en el
espermatozoide y plasma seminal, en concentraciones superiores con respecto a otros fluidos
corporales (Tvrda et al., 2013; Roy et al., 2013; Milosti¢-Srb et al., 2020).

En las condiciones del presente estudio, se usé el metionato de Zn como fuente organica porque
tiene una mayor biodisponibilidad que las formas inorganicas (Yenice et al., 2015; Gresakova et
al., 2018; Star et al., 2012), durante la etapa reproductiva de los conejos sementales. Los resultados
obtenidos de caracteristicas seminales: volumen y numero de espermatozoides por eyaculado, no
estan asociados con la concentracién de Zn organico en la dieta estudiada. Aungue hubo una
tendencia al usar la concentracion de 150 mg Zn kg de dieta, coincidiendo con estudios previos
que usaron 150 mg Zn organico kg de dieta, reportando valores similares en volumen (Baiomy
et al., 2018). En contraste Oliveira et al, (2004) reportaron mejora en el volumen en los
tratamientos respecto al grupo control, estos hallazgos previos no son consistentes con los
obtenidos en este estudio, donde el grupo control obtuvo cantidades similares de volumen seminal
respecto a los tratamientos estudiados, esto podria atribuirse al origen del componente genético.
En otras especies como ovinos, al usar 200 de mg Zn organico kg* de dieta han reportado efectos
positivos sobre la calidad seminal. Adicionalmente estimul6 el crecimiento y desarrollo de los
organos sexuales primarios, secundarios y accesorios (Narasimhaiah et al., 2018; Rodriguez-
gaxiola et al., 2016). El pH del plasma seminal se incrementé cuando hubo disminucion de la
concentracion de Zn en dieta, esto fue reportado previamente (Marzec-Wroblewska et al., 2012),

lo que sugiere que la composicion quimica del plasma seminal podria alterarse con bajas
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concentraciones de Zn circulante. Por lo tanto, el aumento del pH en condiciones de bajas
concentraciones de Zn puede tener el potencial de provocar cambios en el equilibrio iénico en el
plasma seminal, esto podria afectar a la integridad de la membrana y reserva de nutrientes
(Abdulrashid y Juniper, 2016).

En caracteristicas de la motilidad no hubo diferencias (P>0.05) con respecto a las concentraciones
estudiadas de Zn organico en la dieta base. La informacion es escaza en conejos sementales usando
altas concentraciones de Zn. Mientras tanto, en cabras sementales al emplear la inclusion de 100
mg zinc inorganico kg™ de dieta, mostré un incremento de la motilidad seminal (Rahman et al.,
2014). De la misma forma, en bovinos con fuentes organicas mejoro la motilidad seminal (Kumar
et al., 2006). Por otro lado, al usar concentraciones de 100 o 200 ppm de zinc puro han mostrado
reduccién de la movilidad espermatica en peces de carpa (Chyb et al., 2000). Mientras en cerdos
al usar concentraciones altas de Zn, presentaron una degeneracion testicular, perdida de motilidad
espermatica y dafio al ADN (Li et al., 2017; Garcia-Contreras et al., 2011). En conejos del grupo
control (dieta basal), la razén porque no presento valores bajos de motilidad podria ser la
reutilizacion del elemento por medio de la ingesta de Zn via heces blandas (Leiber et al., 2008; Li
et al., 2020; Xiao et al., 2015), la cual aporta vitaminas del complejo B, proteina y minerales (De
Blas y Wiseman, 2010), aunque se desconoce la proporcién de éstos ultimos, con respecto a lo
ingerido. Esto sugiere que, el organismo hace uso eficiente del elemento limitante y tiene la
capacidad de retenerlo (Park et al.,, 2004) mediante diversos mecanismos reguladores que
controlan la absorcién y excrecion del Zn (Brugger y Windisch 2017), logrando minimizar el

impacto drastico de una deficiencia severa del elemento (Garcia-Contreras et al., 2011).

En caracteristicas de cinematica de movimiento del espermatozoide, se encontrd valores altos de
VCL vy valores bajos de LIN, que son reconocidos como caracteristicas de hiperactivacion
espermatica, un componente de capacitacion el cual se alcanza en el tracto genital de la hembra
(Jean-michel et al., 2006), coincidiendo con lo reportado previamente (Bolanca et al., 2016;
Rodriguez-Capcha, 2016; Narasimhaiah et al., 2018). En contraste, existio la tendencia negativa
al emplear la concentracion de 200 mg Zn kg de dieta, sobre los parametros de cinematica de los
espermatozoides, esto fue reportado previamente en semen de conejo adicionando zinc al diluyente

en condiciones in vitro, evidenciando que altas concentraciones de zinc afecta la cinematica de
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movimiento (Halo et al., 2018). Con ello, se afectan las caracteristicas relacionadas con la
habilidad fertilizante (Jean-michel et al., 2006). Lo que sugiere que el Zn extracelular en
concentraciones altas afecta la motilidad espermaética, sin embargo los efectos positivos o
negativos dependen de la especie y el nivel de concentracion del elemento (Yamaguchi et al.,
2009).

La morfologia del espermatozoide se correlaciona més estrechamente con la tasa de fertilidad que
con la concentracion y la motilidad (Baiomy et al., 2018). La calidad espermatica y porcentaje de
espermatozoides con acrosomas intactos son factores clave para obtener el mayor indice predictivo
del éxito en fertilizacion in vitro (Fallas-Lopez, 2010). En el presente estudio, el porcentaje de
espermatozoides normales fue afectado negativamente (P=0.02) con la inclusion de 200 mg Zn kg
! de dieta. Contrario a lo que se suponia, altas concentraciones de Zn organico tiene un detrimento
en la cinematica de movimiento y calidad del esperma en conejos sementales (Halo et al., 2018).
Este efecto podria alterar la espermatogénesis y/o producir espermatozoides anormales
(Egwurugwu et al., 2012). Sin embargo, las relaciones entre zinc y la produccion espermaética son
aun poco conocidas en esta especie, por ello, es necesario continuar con mas investigacion para
determinar el nivel 6ptimo y obtener la mejor respuesta en la produccion y calidad seminal en
sementales. Adicionalmente se deberia incluir estudios de interaccion con otros elementos,
mecanismos enzimaticos, no enzimaticos y proteinas involucradas en la producciéon seminal
(Marzec-Wrdblewska et al., 2012; Tvrda et al., 2013).

2.7. CONCLUSION

Las concentraciones altas de Zn en conejos sementales usando una fuente orgénica, no mostraron
una respuesta significativa en la produccion espermatica. La inclusion de 150 mg Zn kg™ de dieta
y control, evidenciaron la mejor cinematica de movimiento y calidad espermatica respecto a 200
mg Zn kg de dieta, lo cual impactara en las caracteristicas de la prolificidad y fecundidad de la

hembra.
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CONCLUSIONES GENERALES

La inclusion de 25 y 75 mg Zn organico kg™ en la etapa de engorda indujo una mejor conversion
alimenticia sin afectar a las caracteristicas de la calidad de carne. Adicionalmente, la mayor
deposicion del elemento Zn en Longissimus dorsi se presentd al usar la concentracion de 25 mg
Zn kg en dieta, lo cual es importante desde el punto de vista de aporte nutricional para el consumo

humano.

La inclusion de 200 mg Zn organico kg™ en dieta de sementales no tuvo un efecto positivo sobre
la produccioén, cinematica de movimiento y calidad seminal. Los resultados encontrados sugieren
que los sementales requieren una concentracion de 150 mg Zn kg de dieta para desarrollar las

funciones reproductivas de manera adecuada.
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