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RESUMEN

La produccion comercial de conejos de carne se basa en obtener gazapos de cebo
derivadas del cruce entre dos lineas maternales y una paternal (cruce a tres vias). En
la actualidad, las hembras hibridas son inseminadas con dosis de semen de machos
de lineas paternales alojados en centros de inseminacion artificial. El objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto de la seleccionar por ganancia media diaria
desde el dia 28 a la edad de 63 dias sobre la calidad espermatica en una linea
paternal de conejo.

El experimento se realiz6 con un total de 24 conejos de la linea R, linea paternal
seleccionada por ganancia media diaria (durante 36 generaciones) entre 28 y 63 dias
de edad. Para llevar a cabo el experimento los animales se agruparon en dos grupos
experimentales, un grupo de 8 conejos de la generacion 18 (afio 2000) y 16 conejos
de la generacién 36 (afio 2015). Las caracteristicas seminales de todos los machos se
evaluaron, partiendo desde la valoracién inicial, descartando los eyaculados no aptos.
Se valoraron la caracteristicas de produccién seminal: volumen (ml), concentracion
(10° spz/ml) y produccién (10° spz/eyaculado) y la calidad espermatica: porcentaje de
espermatozoides moétiles (MOT), viabilidad, porcentaje de espermatozoides anormales
(ANR), porcentaje de espermatozoide con el acrosoma intacto (NAR) y porcentaje de
espermatozoides con gota citoplasmatica (GOTA). Se evaluaron también los
parametros cinéticos asistido por el CASA (Computer Assisted Sperm Analysis):
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva (MP), velocidad
curvilinea(VCL), velocidad rectilinea (VSL), velocidad media (VAP), indice de
linealidad (LIN), indice de rectitud (STR), indice de oscilacion (WOB), amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida de la cabeza (BCF).
Finalmente se realizé la evaluacion in vivo de la calidad seminal, evaluando la fertilidad
(palpacion y al parto) y la prolificidad.

Nuestros resultados mostraron diferencias significativas (P<0.05) en el volumen del
eyaculado (0.7 + 0.06 mL frente a 0.9 £ 0.41 mL) y en la produccién (122.8 +
19.67x10° spz/eyaculado frente a 184.0 + 12.60x10° spz/eyaculado) entre la
generacién 18 y 36 respectivamente. Respecto a las caracteristicas espermaticas de
MOT, ANR, NAR, Viabilidad y pardmetros de cinética espermatica no se observaron
diferencias significativas entre ambas generaciones. Estos resultados fueron
contrastados con la evaluacion de la fertilidad y la prolificidad, observandose que no
hay diferencias significativas entre ambas generaciones para la fertilidad (evaluadas a
palpacion y al parto; 60.0 £ 6.1 frente a 66.0 + 5.0 y 54.0 + 6.3 frente a 61.0 + 5.2 para
la generacion 18 y 36 respectivamente), y en la prolificidad (nacidos vivos y nacidos
muertos) entre los machos de la generacion 18 y 36 (6.0 + 0.60 frente a 5.7 + 0.46 y
0.9 + 0.24 frente a 0.8 + 0.18 para la generacion 18 y 36 respectivamente).

En conclusion, en base a los resultados obtenidos, la ganancia media diaria influye
sobre la produccion espermética, aunque no hay alteraciones en la calidad seminal.

Palabras clave: Conejo, seleccién, espermatozoide, ganancia media diaria.



ABSTRACT

Commercial production of meat rabbit is based on obtain bait kits derived from
the crossing between two maternal lines and one paternal (three-way crossing).
Currently, the hybrid females are inseminated with semen doses of paternal
lines housed in artificial insemination centres. The aim of this study was to
evaluate the effect of selection for average daily gain from day 28 at the age of
63 days on sperm quality in a rabbit paternal line.

The experiment was performed with a total of 24 rabbits of the line R, paternal
line selected by average daily gain (for 36 generations) between 28 and 63
days of age. To carry out the experiment, the animals were grouped in two
experimental groups, a group of 8 rabbits generation 18 (2000) and 16 rabbits
generation 36 (2015). Seminal characteristics of all males were evaluated from
the initial assessment, discarding the unsuitable ejaculates. Were assessed the
features of seminal production: volume (ml), concentration (10° spz/ml) and
production (10° spz/ejaculate) and the sperm quality: percentage of sperm
motile (MOT), viability, percentage of sperm abnormal (ANR), percentage of
sperm with the acrosome intact (NAR) and percentage of sperm with drop
cytoplasmic (DROP). They were also evaluated the kinetic parameters assisted
by the CASA (Computer Assisted Sperm Analysis): percentage of sperm with
motility progressive (MP), curvilinear velocity (VCL), straight line velocity (VSL),
average path velocity (VAP), index of linearity (LIN), index of straightness
(STR), index of wobble (WOB), amplitude of lateral head displacement (ALH)
and beat-cross frequency (BCF). Finally, the evaluation was performed in vivo
semen quality, assessing fertility (palpation and childbirth) and prolificacy.

Our results showed significant differences (P<0.05) in the ejaculate volume (0.7
mL + 0.06 versus 0.41 + 0.9 mL) and production (122.8 + 19.67x10°
spz/ejaculated vs. 184.0 + 12.60x10° spz/ejaculated) between generation 18
and 36 respectively. Regarding sperm characteristics of MOT, ANR, NAR,
sperm viability and kinetic sperm parameters not showed significant differences
between both generations. These results were compared with the assessment
of fertility and prolificacy, observed no significant differences between the two
generations for fertility evaluated palpation and childbirth (60.0 £ 6.1 vs 66.0 +
5.0 and 54.0 £ 6.3 vs 61.0 £ 5.2 for the generation 18 and 36 respectively) and
prolificacy (born alive and stillbirths) among males generation 18 and 36 (6.0 £
0.60 vs. 5.7 £ 0.46 and 0.9 = 0.24 vs 0.8 = 0.18 for generation 18 and 36
respectively).

In conclusidn, based on the results, the average daily gain influence sperm
production, although there was not alterations in semen quality.

Key words: rabbit, selection, sperm, average daily gain.
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1. INTRODUCCION

Desde la década de los 60-70’s cuando se did inicio a la cunicultura industrial en
Espafa, acentuandose afios mas tarde con la incorporacion de los programas de
mejora genética, en base a la seleccién de criterios de importancia econémica, como
velocidad de crecimiento, tamafio de camada, peso al destete y otros criterios
(Minguez, 2012). En la actualidad se dispone de lineas muy especializadas entre las
que destaca la linea R, seleccionada por velocidad de crecimiento, linea impulsada por
los investigadores de la Universidad Politécnica de Valencia (Estany et al., 1992).
Estas lineas especializadas poseen caracteres productivos muy favorables, que bajo
el esquema piramidal (cruce a tres vias) y la aplicacién de tecnologia reproductiva
permite una rapida difusién genética (Rochambeau, 2000). Sin embargo, en el caso
concreto de las lineas paternales estas poseen algunas peculiaridades y dificultades
reproductivas como: inicio reproductivo tardio (Lavara et al., 2003), menor libido y baja
calidad espermatica (Vicente et al.,, 2000). Respecto a la hembra, estas presentan
fallos en la ovulacion, en la implantacion embrionaria, menor tamafio de camada
(Vicente et al., 2012, 2013; Naturil-Alfonso et al., 2015, 2016)

1.1. Lineas de conejo

Existe un centenar de lineas de conejo, que clasificadas de acuerdo a su peso vivo
adulto pueden agruparse en: pesadas (mas de 5 kg), medianas (3,5-4,5 kg), ligeras
(2,5-3 kg) y enanas (alrededor de 1 kg). Para la producciéon de carne bajo sistemas
intensivos, se emplean principalmente lineas obtenidas a partir de razas medianas, de
estas razas las mas difundidas son la Californiana y la Neozelandesa Blanca
(Gonzélez y Caravaca, 2015). El grupo de investigadores de la Universidad Politécnica
de Valencia (UPV), han fundado varias lineas especializadas, seleccionados por
diferentes criterios productivos, dentro de las cuales se encuentra las lineas
maternales seleccionadas por tamafio de camada al destete (A, V, Hy LP), y la linea
paternal seleccionada por ganancia media diaria desde el dia 28 al 63 (R), un resumen
se muestra en la tabla 1. Estas lineas se utilizan para obtener gazapos comerciales de
cebo, aplicando el cruce a tres vias.

Tabla 1. Lineas de conejo fundados en la UPV.

Linea Criterio de Origen Referencia Ao Generacion de
seleccion 3 fundacion  seleccion 2015
A Tamafio de camada Neozelandés Estany et al., (1989) 1976 46
al destete
Vv Tamafo de camada 4 lineas Estany et al., (1989) 1981 a1
al destete maternales
-Hiperprolificidad L,
G bl
H  -Tamafiode ran poblacion ¢ o et al., (1998) 1996 24
de animales
camada al destete
-Hiperlongevidad .
LP -Tamafio de Gran pgblauon Sanchez et al., (2008) 2005 11
de animales
camada al destete
Ganancia media 2 lineas
R diaria (velocidad de (California 'y Estany et al., (1992) 1984 36

crecimiento)

linea paternal)



1.1.1.1. Seleccion por ganancia media diaria (linea R)

El desarrollo de lineas conocidas como “maternales” y “paternales” es un punto crucial
en los programas de mejora (Baselga, 2004). La organizacion de los programas de
mejora genética en conejos es de un esquema piramidal, donde la cuspide la ocupa
lineas maternales y paternales especializadas (Rochambeau, 2000). Por ejemplo, la
linea R es la linea paternal que se usa frecuentemente como macho terminal en el
cruce a tres vias (ver figura 1). Esta linea se fundé a través de la fusion de dos lineas,
una fundada en el afio 1976, con conejos de la raza California y la otra fundada en
1981 a partir de lineas paternales especializadas (Estany et al., 1992). La linea R se
selecciona por velocidad de crecimiento entre los 28 y 63 dias. El objetivo de la
seleccién por ganancia media diaria (GMD) es mejorar indirectamente el indice de
conversion (IC), por estar ambos caracteres correlacionados negativamente (Piles et
al. 2004). En los ultimos afios, estas lineas han sido ampliamente difundidas como
macho terminal en el cruzamiento a tres vias de la mano de la inseminacion artificial
(1A).

Linea Maternal A & Linea Maternal B [ Linea Paternal € & ]

S

Hibrido cruce AXB
—————————————

N

Figura 1. Esquema del cruce a tres vias (adaptado de Blasco et al., 1984).

1.1.1.2. Caracteristicas productivas de lalinea R

El caracter mas importante de seleccion en los programas de mejora genética en
lineas paternales de conejo es el IC, por su importancia desde el punto de vista
economico (Armero y Blasco, 1992). Sin embargo, pese a su importancia, el IC es un
caracter costoso y dificil de medir (instalaciones y mano de obra), pero la velocidad de
crecimiento desde el destete al sacrificio es mas facil y econdémico de determinar. Piles
et al., (2004) observaron que existe una correlacién genética negativa entre velocidad
de crecimiento e IC de -0.47 en la linea R, por esta razén se utiliza como criterio de
seleccidon la velocidad de crecimiento expresado en GMD. Bajo este criterio de
seleccion se puede mejorar aproximadamente 0,4-0,6 g/d por generacion
seleccionada, lo que conlleva como principales consecuencias una mejora del IC,
aunque también a un aumento indeseable del tamafio adulto (Blasco et al., 2003).
Concretamente los animales de la linea R presentan un mayor crecimiento que el
promedio de la especie cunicola (Minguez, 2012) y una carne mas tierna respecto a
las lineas maternales V y A (Arifio, 2006).



1.1.13. Caracteristicas reproductivas de lalinea R

Esta claro que la linea R, fue seleccionado para mejorar el IC a través de la velocidad
de crecimiento, para su uso en el cruce a tres vias como macho terminal, utilizando
inseminacion artificial (1A). Sin embargo, las aptitudes de los caracteres reproductivos
de estos animales no son del todo claro, ya que algunos autores presentan resultados
en muchos casos contradictorios y poco alentadores para seguir utilizando a esta linea
como macho terminal.

Los machos de la linea R muestran menor produccién de espermatozoides por
eyaculado, menor motilidad y mayor defecto acrosomal, comparado con machos de
lineas maternales A, V y H (Vicente et al., 2000). Estas caracteristicas seminales, si
bien permiten la difusion de semen de estos machos, no son las mas idéneas (Lavara
y Vicente, 2001; Viudes-de-Castro y Vicente, 1997). Por otro lado, en un estudio
realizado en lineas de seleccion divergente por peso corporal (baja y alta), no se
encontraron diferencias en la libido. Sin embargo los machos de la linea menos
pesada muestran un mayor volumen de eyaculado, motilidad masal y nimero de
eyaculados adecuados para su uso en la IA, pero con una concentracion espermatica
menor que a los machos de la linea més pesada (Brun et al., 2006).

En lineas altamente seleccionadas por velocidad de crecimiento (por ejemplo, linea C
y R) se han descrito diferencias para algunas caracteristicas seminales. La linea C
presentaba mejores caracteristicas seminales de produccion (concentracion
espermatica y numero total de espermatozoides en el eyaculado) y la linea R present6
mejores caracteristicas de calidad seminales, como poca presencia de depdsitos de
carbonato en el eyaculado y un menor porcentaje de espermatozoides anormales
(Garcia-Tomas et al., 2006a).

De forma resumida, se podria indicar que es dificil comparar los diferentes estudios, ya
gue estos presentan diferentes lineas, lo que contribuye a una alta variabilidad en la
produccion y calidad seminal, lo que no esta relacionado con la especializacion de
lineas maternales o paternales (Piles et al., 2013).

1.1.1.4. Efecto de la ganancia media diaria en caracteres reproductivos

La eficiencia en la produccion de conejos de carne depende de un gran namero de
caracteristicas y factores, estos se pueden dividir en caracteristicas relacionados con
la reproduccion y la produccién (Baselga, 2004). Por ellos son varios los estudios que
relacionan la GMD con las distintas caracteristicas seminales y espermaticas, para ver
los efectos que tiene seleccionar por esta caracteristica. Muchos autores indican que
no hay ninguna o poca relacion entre la GMD con los caracteres de reproduccion y
algunos indican asociaciones con algunas de las caracteristicas espermaticas.

Pascual et al., (2004) en un estudio realizado en machos de la linea R, observan que
solo el 58% de los conejos destinados a IA presentaron un comportamiento sexual
normal, y aproximadamente el 20% de los machos no producen muestras de semen
(enfermedad, muerte y bajo libido).



Rdédenas et al., (2008) observaron que la GMD no se correlaciona ni con la produccién
espermatica (volumen y concentracién), ni con la motilidad espermética (-0.05 a -0.08),
concluyendo que la GMD no tiene por qué afectar en la futura produccién y calidad
espermatica del reproductor.

Lavara et al., (2011) estimaron los parametros genéticos de las variables relacionadas
con la produccion seminal y su correlacion con la GMD, encontrando heredabilidades
(h? bajas para el volumen eyaculado, concentracion y produccién espermatica (0.13,
0.08 y 0.07 respectivamente). Tambien estimaron una correlacibn moderada positiva
entre el volumen y la GMD. Estos mismos autores, en otro trabajo estimaron h? bajas
de 0.18, 0.19 y 0.12 para caracteres de calidad espermatica evaluados en un
espermiograma clasico como espermatozoides con acrosoma intacto (NAR),
espermatozoides anormales (ANR) y espermatozoides motiles (MOT)
respectivamente. Ademas estimaron una correlacibn moderada negativa de la GMD
con NAR (-0.40) y MOT (-0.53) (Lavara et al., 2012).

En general, la GMD parece tener correlaciones nulas o minimas con las caracteristicas
seminales y la fertilidad de los machos. Por lo tanto, se espera que la seleccion por
GMD no deberia tener consecuencias perjudiciales en los caracteres reproductivos
(volumen, concentracion y motilidad) de los machos de la linea R (Lavara et al., 2012;
Piles et al., 2013) y se debe de tener en cuenta que la produccién y la calidad de
semen depende de una gran variedad de factores asociados al propio macho (Piles et
al., 2013), gestion de los machos, cuestiones ambientales y genéticos (Alvarifio, 2000;
Brun et al., 2002).

1.2. Técnicas de valoracion del eyaculado y calidad espermaética

La valoracion del semen se realiza inmediatamente después de la coleccion (vagina
artificial), el cual comprende una valoracion macroscopica visual del aspecto del
eyaculado y del volumen. Procediendo con la valoracién microscépica subjetiva de la
motilidad del esperma, la morfologia de los espermatozoides con defectos obvios,
como una medida indirecta de la viabilidad y la normalidad espermatica, que se debe
de realizar antes de su procesamiento (Lavara et al.,, 2003). Estas valoraciones
permiten seleccionar aquellos eyaculados aptos y los no aptos, para posteriormente
formar el pool y determinar la concentracion espermatica, con lo cual se calcula las
dosis seminales que finalmente seran utilizados en la 1A o procesos en el laboratorio.

Segun varios autores (Castellini y Lattaioli, 1999; Brun et al., 2002) la evaluacion de
semen debe proporcionar informacibn sobre la capacidad fecundante del
espermatozoide. Dentro de los parametros mas importantes relacionados con la
fertilidad esta el nimero de espermatozoides inseminados y la motilidad. Sin embargo
estas caracteristicas seminales se ven afectados por muchos factores (raza,
alimentacién, estado de salud, condicién de crianza, la estacion y la frecuencia de
coleccién), por lo tanto habra una amplia variabilidad en las caracteristicas seminales
(Alvarifio, 2000).

El espermiograma clasico en cunicultura se centra en mantener eyaculados con
porcentajes de motilidad (superior al 70%), normalidad acrosomica (superior al 80%),
gota citoplasmatica (inferior al 10%) y espermatozoides anormales (inferior al 15%) y
conocida la cantidad total de espermatozoides se procede a la dilucién final del pool
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(siempre dependiendo de la dosis de inseminacibn que vaya a ser utilizada),
asegurando con estos valores resultados de fertilidad y prolificidad aceptables (Lavara
et al., 2003). El espermiograma clasico comprende una serie de técnicas de analisis
macroscépicos (volumen, color y apariencia), y microscépicos (motilidad, viabilidad,
concentracion, morfologia, reaccion acrosomica, test de endosmosis) los cuales se
pueden evaluar en muestras frescas o fijadas, dependiendo del parametro seminal a
valorar.

1.2.1.1. Apariencia del eyaculado

Una muestra de eyaculado normal tiene un aspecto blanco opalescente homogéneo.
La presencia de células rojas de la sangre (rojizo), la orina (amarillo) o sedimentos de
carbonato de calcio se detecta facilmente, e implican que estos eyaculados sean
descartados. Si el eyaculado presenta un tapén de gel, este debe ser eliminado
inmediatamente después de la recoleccion (International Rabbit Reproduction Group,
2005).

1.2.2. Caracteristicas de la cantidad espermatica

Varios estudios demuestran la gran variabilidad evidente en la produccién de
espermatozoides en conejos. El rango observado para las caracteristicas relacionados
fueron: de 0,39 a 1.19 ml de volumen, de 738 a 146x10° spz/ml, para la concentracion
de espermatozoides, y de 477 a 90x10° spz/eyaculado, siendo la concentracion el
pardmetro més variable (ver tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas del eyaculado.

Caracteristica del eyaculado Rango Referencia
Volumen eyaculado (mL) 0.39-1.19 Brun et al., (2002; 2006);
c — i Castellini et al., (2006);
oncentracién espermatica
; P 146 -738 Garcia-Tomas et al., (2006a,b);
(10° spz/mL)
Produccion espermatica 90— 477 Lav?ra etal, (2010; 2011);
(10° spz/eyaculado) Quintero-Moreno, (2003)
1.2.2.1. Volumen del eyaculado

El semen eyaculado comprende a los espermatozoides en suspension en el plasma
seminal. El volumen eyaculado se puede determinar mediante diferentes técnicas. A
pesar de que se puede determinar con tubos de colecta graduado, una medicién mas
precisa se puede realizar con el uso de una micropipeta calibrada.

1.2.2.2. Concentracion espermatica

La concentracion expresa el nimero de espermatozoides por mililitro de eyaculado. La
produccion de esperma es el nimero total de espermatozoides en el eyaculado (ver
rango de valores en la tabla 2). La concentracidn espermatica puede valorarse
empleando distintos métodos como: hemocitbmetro (Biker, Thoma, Naubauer)
espectrofotometria, citometria de flujo o equipos CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis).



En muchas especies animales, la concentracion espermatica es evaluada mediante
espectrofotometria, pero el semen del conejo contiene muchas particulas seminales
(carbonato de calcio) que hacen de este tipo de analisis poco fiables (Castellini et al.,
2007). Por esta razén en la actualidad el método mas fiable, simple y difundido para el
recuentro del nimero de espermatozoides en el conejo es el hemocitometro. Sin
embargo, resultados obtenidos en la cadmara de recuento celular presentan mayor
coeficiente de variacion (12.3%) que en el espectrofotdbmetro (2.9%) y que la citometria
de flujo (2.3%) lo cual ha llevado a afirmar que el espectrofotometro y la citometria de
flujo son las técnicas mas precisas para el recuento espermatico (Quintero-Moreno,
2003). Precisamente Castellini et al., (2007) validaron el método espectrofotométrico
para determinar la concentracion esperméatica en conejos y lo compararon con el mas
usado (hemocitdbmetro). Los resultados del método espectrofotométrico se
correlacionaron con los resultados del recuento de espermatozoides del
hemocitbmetro (r = 0.76; P <0.01), indicando que este método es una herramienta (til
para determinar la concentracion espermatica en conejos, pero pese a las ventajas
que muestra el método no es muy utilizada en los centros de IA.

La valoracién de la concentracion espermética es de vital importancia, ya que el
namero de espermatozoides inseminados juega un papel importante en la tasa de
fertilidad obtenido después de la inseminacién artificial y esta determinara el namero
de dosis de semen resultante para la inseminacion artificial (Castellini et al., 2007). Se
ha estudiado la relacién entre la concentracion y la fertilidad para determinar el nimero
minimo de espermatozoides (4x10° de spz/dosis) que han de ser inseminados para
conseguir una fertilidad aceptable en conejos (Viudes-de-Castro y Vicente, 1997).

1.2.3. Caracteristica de la calidad espermatica

La evaluacion de los parametros de calidad espermatica es un procedimiento
indispensable que tiene que ser incluido en el espermiograma clésico utilizados en los
centros de IA, ya que estos pardmetros nos aproximan aun mas a predecir la
capacidad fecundante del espermatozoide y por lo tanto del macho (Lavara et al.,
2013; Quintero-Moreno, 2003).

1.2.3.1. Motilidad

La motilidad es una condicion indispensable para que las células esperméticas sean
capaces de atravesar el moco cervical y llegar al sitio de fecundacion, siendo
finalmente necesaria la presencia de movimientos vigorosos del flagelo para que el
espermatozoide pueda penetrar en la zona pelldcida del ovocito, de ahi que la
motilidad sea una de las caracteristicas mas importantes para determinar la calidad del
esperma (Brugo Olmedo et al., 1995). Los espermatozoides de los mamiferos constan
basicamente de dos partes con distintas funciones (cabeza y cola). La cabeza
contiene el material genético (ADN) y el acrosoma, que cubre los dos tercios
anteriores de la cabeza. La cola a su vez se divide en tres segmentos: la parte
intermedia, principal y terminal. Este es el mecanismo cinético del espermatozoide,
debido a que la pieza intermedia y la parte principal de la cola, contienen una serie de
elementos semirrigidos cuya funcién es la de otorgar flexibilidad, direccion y la energia
necesaria para el movimiento (Mortimer, 2000). La motilidad de los espermatozoides
esta ligada al metabolismo energético y la capacidad de movilizacion de las reservas


http://es.wikipedia.org/wiki/Acrosoma

energéticas. Por ello, la valoracion del semen ha de ser efectuado lo mas rapido
posible tras su recuperacion, teniendo en cuenta de que todo el material usado debe
de estar en condiciones de normocinesis (temperatura de 37°C).

Se puede hacer una valoracion de la motilidad masal (subjetivo) e individual (objetivo).
La motilidad masal se determina depositando una gota de muestra seminal sin diluir
sobre un portaobjetos atemperado y visualizado en un microscopio 6ptico. Evaluando
de forma subjetiva el movimiento de las células esperméticas en su conjunto, dando
una valoracion de 0 a 5, siendo solamente utilizados para inseminaciéon aquellos que
presenten una motilidad masal buena (4) o muy buena (5). En el caso de la motilidad
individual se calcula el porcentaje de espermatozoides (previamente diluido) con
movimientos rectilineos y progresivos, descartando aquellos con movimientos
circulares o nulos. Varias técnicas han sido desarrolladas para valorar la motilidad
individual. Los sistemas conocidos como analizadores de semen asistido por
ordenador (CASA) han sido desarrollados utilizando andlisis automéatico de imagenes
digitales. Ademas incluyen nuevos pardmetros cinéticos del movimiento espermatico
(ver tabla 3). De esta manera se reduce la variabilidad del efecto humano en las
estimas del porcentaje de los espermatozoides motiles y se predice mejor su
capacidad fecundante (Mortimer, 2000). Los resultados finales de los sistema CASA
dependen de distintos factores como: la temperatura del semen, el volumen analizado,
el tipo de camara utilizada en la medicion, el tiempo entre la recogida y el analisis, la
concentracion espermatica, el diluyente utilizado, el objetivo y la iluminacion del
microscopio, el area de las particulas analizadas y valores propios de ajuste del
sistema CASA (Verstegen et al., 2002).

Tabla 3. Parametros cinéticos de motilidad espermatica (adaptado de Quintero-Moreno, 2003).

Parametro Unidad Descripcion
Segun el tipo de motilidad del espermatozoide
Son todos los espermatozoides que no muestran

Estaticos % .
movimiento alguno
- . Son todos los espermatozoides que muestran
Moviles no progresivos % L .
movimiento pero no es progresivo
‘o . Son todos los espermatozoides que muestran
Moviles progresivos % . p g
movimiento progresivo
Velocidades
. (s Distancia recorrida por el espermatozoide a lo
Velocidad Curvilinea (VCL) pum/s . . .
largo de su trayectoria real en funcién del tiempo
. - Distancia recorrida por el espermatozoide del
Velocidad Rectilinea (VSL) pum/s . e P P .
primer punto al ultimo punto de su trayectoria
. . Distancia recorrida por el espermatozoide a lo
Velocidad Media (VAP) pum/s p . P
largo de su trayectoria media
Ratios
indice de Linealidad (LIN) % Relacién porcentual LIN = VSL/VCL*100
indice de Rectitud (STR) % Relacién porcentual STR = VSL/VAP*100
indice de Oscilacién (WOB) % Relacién porcentual WOB = VAP/VCL*100
Otros parametros
Amplitud del desplazamiento Desplazamiento efectuado por la cabeza del
lateral de la cabeza del ©m espermatozoide en su trayectoria curvilinea de un
espermatozoide (ALH) lado a otro de la trayectoria media o lineal
Frecuencia de Batida de la Hz Frecuencia con la cual la trayectoria curvilinea
Cabeza (BCF) atraviesa la lineal en funcién del tiempo
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El semen de buena calidad debe presentar mas de 75% de espermatozoides moviles y
al menos 65% de espermatozoides con movimiento progresivo. Por lo tanto, un
analisis pertinente de la motilidad debe de centrarse en la obtencién de valores
normales para los patrones de movimiento. En la tabla 4 se presentan el rango de
valores de algunos parametros cinéticos del espermatozoide, utilizando sistemas
CASA. Varios estudios realizados en diferentes especies han demostrado que la
evaluacién cuantitativa de la cinética del esperma es valiosa para identificar los
patrones de motilidad de subpoblaciones de espermatozoides, posiblemente
relacionados con diferentes estados de capacitacion (Quintero-Moreno et al., 2007).

Tabla 4. Caracteristicas de calidad espermatica.

Caracteristicas Rango Referencia
indice de linealidad LIN (%) 41-59 Quintero-Moreno, (2003);

; ; Brun et al., (2006);
Velocidad promedio VAP (um/s) 36-108 Ferrian, (2007);

Lavara et al., (2008; 2010; 2012);
Velocidad curvilinea VCL (um/s) 72-194 Safaa et al., (2008);

Castellini et al., (2011)
Quintero-Moreno, (2003);
Viabilidad (%) 70-92 Roca et al., (2005);
Garcia-Tomas et al., (2006a,b)

En semen fresco de conejos, Brun et al., (2002) observaron que la movilidad masal y
el numero de espermatozoides matiles por dosis de inseminacion son los parametros
gue mas influyen sobre la fertiidad al parto. Por otro lado, Safaa et al., (2008)
observan algunas correlaciones entre viabilidad (HOST) y el indice de linealidad (LIN),
la concentracion y los parametros cinéticos como velocidad curvilinea, rectilinea y
media (VCL, VSL y VAP).

La relacion entre la cinética de la motilidad espermatica y la fertilidad es poco clara, la
diferencia en los instrumentos de CASA utilizado, su configuracion y las diferentes
relaciones de dilucién del esperma han hecho que sea imposible llegar a un acuerdo
consensuado (Lavara, 2013).

1.2.3.2. Integridad de la membrana plasmética del espermatozoide

La prueba de viabilidad se utiliza para determinar la presencia de espermatozoides
vivos, diferencidndolos de los muertos (rango de valores ver Tabla 4). Dentro de las
pruebas de la viabilidad se incluyen la evaluacién de la integridad de la membrana
plasmatica, los test de endosmosis y test de resistencia térmica. La evaluacion de la
viabilidad espermética normalmente se basa en el analisis de la integridad de la
membrana plasmatica de los espermatozoides, debido a que la membrana del
espermatozoide juega un papel importante durante todos el proceso de la fecundacion
(durante la capacitacion, reaccion acrosémica y union del espermatozoide a la
superficie del évulo), por ello es importante que esté intacta y funcionalmente activa y
puede ser un indicador util de la capacidad fecundante de espermatozoide (Jeyendra
et al., 1984).



Dicho andlisis se realiza mediante el uso de tinciones, que son evaluados en
microscopio de campo claro o fluorocromos combinados que requerira el uso de
microscopio de fluorescencia. Dentro de la combinacion de fluorocromos, uno de ellos
s6lo es capaz de atravesar las membranas plasméaticas dafiadas o degeneradas, y por
tanto, permite identificar la células muertas o en proceso de degeneracién, mientras
que el otro es capaz de atravesar todas las membranas y por tanto permite identificar
la poblacién de células viables. La combinacién mas comun de fluorocromos utilizados
para las evaluaciones de integridad de la membrana es el SYBR-14 y el loduro de
Propidio (PI). En esta doble tinciéon, el ADN de espermatozoides viables emiten
fluorescencia verde, mientras que aquellos con membrana plasmatica dafada
(muerta) emite fluorescencia roja. Este procedimiento ha sido aplicado con éxito en
diferentes especies de ganado y también en el conejo (Garner y Johnson, 1995).

1.2.3.3. Morfologia espermatica

Ademas de poseer una motilidad, concentracion y viabilidad aceptable, los
espermatozoides han de ser morfolégicamente normales. La morfologia de los
espermatozoides refleja la salud de los tubulos seminiferos y en cierto grado del
epididimo. La morfologia aceptable donde la fertilidad no se ve afectada es alrededor
del 20% a 25% de anormalidades o que mas del 70% de los espermatozoides posean
morfologia normal. Las anormalidades morfologicas de los espermatozoides pueden
ser primarias (debido a fallas en la espermatogénesis); Secundarias (ocurren durante
el paso de los espermatozoides por el epididimo) y Terciaria (se produce durante la
eyaculacion, después de esta y por el manejo inadecuado de la muestra).

Cualquier anomalia, primaria o secundaria, si afecta a un numero elevado de
espermatozoides, puede llegar a comprometer la fertilidad del semen (rango de
valores ver tabla 5). Por ejemplo, si una dosis seminal tiene una motilidad espermética
entorno al 50%, y contiene un 30% de espermatozoides con gotas citoplasmaticas
proximales, la alta incidencia de esta morfoanomalia repercutira negativamente en la
fertilidad de esa muestra, pese a la buena motilidad del eyaculado. Este defecto es
muy comun en sementales jovenes y normalmente su incidencia va disminuyendo a
medida que crece y maduran sus 6rganos sexuales.

Tabla 5. Caracteristicas de morfologia y morfometria espermatica en conejo de la linea R.

Caracteristicas Rango Referencia
Vicente et al., (2000);
ANR (%) Espermatozoides anormales 4.0-235 Quintero-Moreno, (2003);

Ferrian, (2007);
Safaa et al., (2008);

NAR (%) Integridad acrosomica 75.2-93.2 Lavara et al., (2008; 2010; 2012)
L (um) Longitud de la cabeza 8.3-8.5

W (um) Ancho de la cabeza 45-4.7 Lavara et al., (2008);

A (um?) Area de la cabeza 31.3-31.9 Marco-Jiménez et al., (2010)
P (um) Perimetro de la cabeza 22.5-23.9



La valoracion del numero de espermatozoides andmalos en un espermiograma
cotidiano se debe de realizar de las morfoanomalias mas frecuentes y facilmente
observables como: cabezas sueltas, colas enrolladas, gota citoplasmatica proximal,
macroceéfalos, microcéfalos, doble cabeza y doble cola. Se pueden evaluar en
muestras fijadas (con glutaraldehido o formaldehido) mediante microscopio de
contraste de fases positivo o de contraste diferencial de interferencia.

1.2.3.4. Morfometria espermatica

La morfometria es un andlisis objetivo de la morfologia de la cabeza del
espermatozoide y puede abarcar a la pieza intermedia del esperma, en la que se
utilizan programas informaticos como el CASA. Estos sistemas computarizados
permiten estimar variaciones en la forma del espermatozoide (cabeza), derivando una
serie de nuevos parametros que se muestra en la tabla 6.

Sin embargo de forma similar a los parametros que se evalla con el equipo CASA en
motilidad, es necesario establecer los protocolos y condiciones 6ptimas de evaluacién
de las muestras (como tipo de tincion utilizado), asi disminuir las variaciones de los
resultados obtenidos.

Tabla 6. Parametros de morfometria espermatica.

. . Formade la
Cabeza Pieza intermedia (P.l) X
cabeza/férmula

Longitud (L) (um) Nivel De Gris (%) Elipticidad L/W
Ancho (W) (um) Anchura de la P.l Rugosidad 47|:A/P2

Area (A) (um?) AreaDelaP.l Elongacién (L-W)/(L+W)
Perimetro (P) (um) Distancia de insercién de la P.I.

~ Regularidad nLW/42
% de Acrosoma Angulo de Insercion de la P.I

En lo que respecta a la especie cunicola, dado que las variables morfométricas
presentan una repetibilidad elevada y un bajo coeficiente de variacion (Lavara et al.,
2008), hay trabajos que han tratado de relacionar los parametros morfométricos con
los pardmetros de motilidad espermatica obtenidos por el sistema CASA (Lavara et al.,
2008; Safaa et al., 2008), o con la fertilidad de los machos (Marco-Jiménez et al.,
2010), como etapa previa a su futura inclusion en el espermiograma clasico para una
mejor prediccion del potencial de fertilidad. Sin embargo la morfometria espermatica
tiene un bajo potencial para predecir la fertilidad y prolificidad cuando los eyaculado
cumplen requisitos minimos de uso comun en la IA (Marco-Jiménez et al., 2010).

1.2.3.5. Estado del acrosoma

La reaccién del acrosoma es un proceso de exocitosis que se produce después de la
unién de los espermatozoides a la zona pellcida. Para fertilizar el ovocito, tanto la
capacitacion y la reaccion acrosdmica de los espermatozoides son necesarios, pero la
ubicacion y la correcta sincronizacion de la ocurrencia son también muy importantes.
La capacitacion prematura o reaccién acrosdmica provoca la pérdida de la capacidad
fecundante de los espermatozoides (International Rabbit Reproduction Group, 2005).
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El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundacién, por lo tanto conviene
realizar una valoracion especifica del mismo. En un espermatozoide que tiene el
acrosoma en perfectas condiciones se pueden distinguir tres regiones claramente
diferenciadas en la cabeza: la zona acrosomal (con su borde apical), la zona
postacrosomal y el segmento ecuatorial entre ambas. Las muestras seminales con alta
proporcion de acrosoma alterados o ausentes suelen tener una fertilidad baja. Para
determinar el estado del acrosoma se puede utilizar tinciones. Sin embargo, la manera
mas rapida de determinar el estado del acrosoma en aquellas especies donde el
espermatozoide es lo suficientemente grande, es fijar la muestra en una solucién de
glutaraldehido y observar de forma directa la estructura acrosomal en un microscopio
con contraste de fases. Con este sistema distinguimos un borde apical nitido que
corresponde a un espermatozoide con acrosoma sin reaccién o borde apical normal
(NAR), si a la observacion el borde apical no se distingue o se visualiza borroso,
corresponde a un espermatozoide con acrosoma reaccionado o borde apical dafiado
(DAR). Ver el rango de valores en la tabla 5.

2. OBJETIVO

En este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la seleccién por
ganancia media diaria desde el destete (dia 28) hasta la edad del sacrificio en Espafia
(dia 63), sobre la calidad espermatica en una linea paternal de conejo. Para ellos se
emplearon animales separados por 18 generaciones de seleccién, sobre las que se
compararon las caracteristicas seminales, asi como la fertilidad y prolificidad.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Animales

Todos los animales utilizados pertenecian a la linea R, linea paternal seleccionado por
velocidad de crecimiento desde el destete hasta la edad de sacrificio (28 dias a 63
dias) desde el afio 1992 por el Departamento de Ciencia Animal de la Universidad
Politécnica de Valencia (Estany et al., 1992). Se utilizaron un total de 24 machos de 6
meses de edad, de los cuales se analizaron 183 eyaculados. Los machos se
agruparon en dos grupos experimentales: machos de la generacion 18 (n=8) y de la
generacion 36 (n=16). Estos machos fueron obtenidos a partir del banco de embriones
de la Universidad Politécnica de Valencia y de un proyecto actualmente en marcha,
donde se ha reconstituido las generaciones 18 y 36 de la linea R.

3.2. Recuperacion de eyaculados

La recuperacion de las muestras de semen se realizd6 con el método de la vagina
artificial. La vagina artificial es un dispositivo que simula las condiciones del tracto
reproductor de la hembra, proporcionandole al pene los estimulos de presion y
temperatura necesarios para la eyaculacién. Brevemente, la vagina artificial consta de
un cuerpo rigido, un revestimiento interno o camisa y un tubo colector (figura 2). El
cuerpo es un cilindro con dos aberturas terminales. En una de ellas se sitia un tubo
colector, mientras que la otra permite la introduccién del pene del conejo y la
eyaculacion. Este cilindro dispone de un orificio que permite el suministro de agua
caliente. La camisa es otro cilindro de latex mas largo que el cuerpo, de forma que,
una vez introducido en él, se puedan revertir los bordes. De este modo se forma una
cavidad cerrada entre el cuerpo y la camisa destinada a contener agua caliente. El
colector es un tubo estéril de diametro ajustado a la abertura més estrecha del cuerpo.
Para la coleccion, la vagina se mantiene a 50°C para estimular la eyaculacion y evitar
que la muestra obtenida contuviese orina, puesto que una temperatura inferior
estimula la miccion. Una vez obtenidas las muestras estas fueron trasportadas al
laboratorio protegidas de la luz y de cambios de temperatura. La dinamica de
recuperacion empleada fue de 2 eyaculados a la semana, recuperados el mismo dia
con un intervalo de tiempo entre las recuperaciones de 30 minutos.

CI|I|.ndro ‘ (\wTubo colector
rigido \

T

Camisa de latex

Figura 2. Vagina artificial armada.
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3.3. Evaluaciéon de las caracteristicas seminales

La valoracion de los eyaculados se realiz6 en un primer momento de forma
macroscépica, descartando aquellos eyaculados contaminados (heces, orina y sangre)
y determinando el volumen. MicroscOpicamente se realizdé la valoracion de las
muestras, por un lado sobre muestras frescas como motilidad y viabilidad espermatica,
y por otro lado sobre muestras fijadas previamente con glutaraldehido (0.5%), como la
concentracion, valoracion de morfoanomalias y del borde apical del espermatozoide
(estado acrosomal).

3.3.1.1. Valoraciones macroscopicas

En cada tanda de recuperacion se realiz6 inmediatamente una evaluacion inicial. Esta
valoracion se realiz6 de acuerdo a la recomendacién del International Rabbit
Reproduction Group, (2005), que indican que una muestra de semen normal de conejo
tiene un aspecto blanco opalescente homogéneo, sin presencia de células rojas de
sangre (rojizo), orina (amarillo), precipitaciones de carbonato o muestras de semen
anormales, que generalmente se desecharon al momento de evaluarlos (figura 3).
Aquellas muestras que presentaron “el tapén de gel” fueron evaluados tras su
eliminacion.

Figura 3. Muestra de semen apto (izquierda) y no apto: orina (centro) y sangre (derecha).

Con las muestras de semen en el laboratorio se midié el volumen de cada eyaculado
individualmente con la ayuda de una pipeta pasteur y se procedio a formar el pool de
los dos eyaculados obtenidos por cada macho. Posteriormente se procedié a tomar
alicuotas para el andlisis de los parametros con muestras frescas (motilidad y
viabilidad) y con muestras fijadas (concentraciébn, morfoanomalias y reaccion
acrosémica).

3.3.1.2. Valoraciones microscopicas

Tras la valoracion macroscépica de las muestras de cada macho, se tomé una alicuota
de 20 pl que fue diluida (1:20) con un diluyente Tris-Citrico-Glucosa, para valorar la
motilidad y la viabilidad, y otra alicuota de 20 ul (1:20) que fue fijada con glutaraldehido
al 0,5% (v/v) para evaluar la concentracion, las morfoanomalias y el estado de la
membrana acrosomal.
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Figura 4. Flujograma resumen de la evaluacién seminal
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3.3.1.3. Motilidad

Para caracterizar la motilidad se usé un microscopio Nikon Eclipse E200 (Nikon
Corporation Instruments Co., IZASA, Barcelona, Espafia), una camara Makler (Sefi-
Medical Instruments, Haifa, Israel, ver figura 5) y el Sistema Integrado de Andlisis
Espermatico (ISAS) CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer), que permite una
evaluacion objetiva de la motilidad espermética y que proporciona informacion de la
cinética individual del espermatozoide (Sperm VisionTM; MiniTube, Tiefenbach,
Alemania).

e
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Figura 5. Camara Makler para la evaluacion de motilidad espermatica.

Antes de realizar la evaluacién de la motilidad objetiva (CASA), se procedié a valorar
la motilidad subjetiva, dandole una valoracion de 0 a 100 a las muestras de semen,
observadas en el microscopio a un aumento de 100x. Para evaluar la motilidad
objetiva con el CASA, se tom6 10 ul de la alicuota de semen diluido (1:20) y se
deposité en la camara Makler (platina atemperada a 37°C). Con un aumento de 100x
se tomaron 5 videos (25 imagenes por segundo) para registrar, al menos, 200
espermatozoides de las muestras de cada muestra. Con el médulo de Motilidad del
CASA se evalué automaticamente parametros de motilidad espermatica como
espermatozoides motiles progresivos y parametros cinéticos de la motilidad
espermaética (ver figura 6) como: velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL),
velocidad media (VAP), indice de linealidad (LIN), indice de rectitud (STR), indice de
oscilacion (WOB), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), frecuencia
de batida de la cabeza (BCF).

15



VCL

Figura 6. Parametros cinéticos de motilidad obtenidos por el sistema CASA.

Antes de realizar las capturas de imagenes (Frame) para evaluar los parametros
cinéticos de la motilidad espermatica, el equipo CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis) se configuré de acuerdo a la recomendacion para la evaluacién del semen
de conejo como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Configuracion del CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)

Caracteristicas de ajuste Valores de ajuste

Area de particulas (p.mz) 30-60
Lentos (um/s) >10y <25 de VCLy VAP
Medios (um/s) >25y <50 de VCLy VAP
Rapidos (um/s) >50 de VCLy VAP
Progresivo (%) 70 % de su STR
Conectividad (puntos) 13
Numero minimo de puntos para calcular ALH 10
Frame/segundos 25

3.3.1.4. Viabilidad

Este andlisis se realiz6 haciendo uso de un kit de viabilidad espermética (LIVE/DEAD
Sperm Viability Kit, Eugene, Oregon, USA) que contiene SYBR-14 e loduro de
Propidio (IP) como marcadores fluorescentes. Concretamente, SYBR-14 es un
compuesto permeable a la membrana celular que se une al ADN presente en el
nucleo, emitiendo fluorescencia de color verde siempre y cuando el citoplasma
mantenga su actividad acetilasa y actiue sobre el fluorocromo, lo que ocurre si la
membrana citoplasmética esta intacta. En cambio, el IP no es permeable a la
membrana plasmética, por lo que Unicamente sera capaz de tefiir aquellas células que
presenten dafios en la misma al intercalarse en su ADN. De esta forma pueden
observarse dos poblaciones diferenciadas, espermatozoides con membrana
citoplasmética intacta (viables, coloracién verde) y los que muestran dafios en la
membrana citoplasmatica (no-viables, coloracién roja), ver figura 7.
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Figura 7. Imagen tomada a 400x. Con el filtro B-2A se observan las células viables (A) y con el
filtro G-2A se observan las células no-viables (B).

Se siguio el protocolo de tincién descrito por el fabricante, donde se afiadi6é 2.5 pL de
SYBR-14 (previamente diluido 1:100 con DMSOQO) y 2.5 uL de loduro de Propidio (IP;
diluido 1:100 con TCG) a 400 pL de semen diluido (1:20) en TCG-BSA. Tras esto se
dejé incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos antes de su valoracion y
finalmente se fijé la muestra incubada con 100 pL de glutaraldehido al 0.5%.

Durante todo este proceso y su posterior observacion se trabajé en oscuridad para asi
evitar la pérdida de intensidad de la fluorescencia. Fue necesario el uso de un
microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E400 (Nikon Corporation Instruments Co.,
IZASA, Barcelona, Espafa) observando a 400x. Para la evaluacion se utilizaron
diferentes filtros. Se empled el filtro G-2A con una longitud de onda de excitacion de
510-560 nm y emisién a 575-590 nm, para hacer visibles las células dafadas tefiidas
con IP (rojo) y el filtro B-2A con una longitud de onda de excitacion de 450-490 nm y
emision a 505-520 nm para observar, con fluorescencia verde, las células viables
tefiidas con SYBR-14 (figura 6). Se realiz6 un recuento en distintos campos hasta
obtener un total de 100 - 150 espermatozoides para obtener datos representativos de
la muestra y con ellos se calcul6 el porcentaje de viabilidad de la siguiente manera:

|4 * 100

“W+M)
3.3.1.5. Concentracion

Con la alicuota diluida (1:20) y fijada con glutaraldehido, se realiz6 la determinacién de
la concentracién. Para ello se utilizd contraste de fases en un microscopio Nikon
Eclipse E400 (Nikon Corporation Instruments Co., IZASA, Barcelona, Espafia) a un
aumento de 400x. Se empled una cdmara Thoma globulo Zeiss (Marienfeld, Alemania)
cuantificando el nimero de espermatozoides en base a las indicaciones del fabricante
(recuento de células de espermatozoides en 40 cuadrados de 0.025 mm y altura de
0.1mm). Previamente a la realizacion del contaje, se dejo la muestra 2 minutos en
reposo una vez colocada en la cdmara, para que asi todos los espermatozoides se
situasen en el mismo plano de vision.
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3.3.1.6. Morfologia y evaluacion del estado acrosomal

Mediante el analisis morfolégico del espermatozoide se determiné el porcentaje de
espermatozoides anormales, el porcentaje de espermatozoides con gota
citoplasmética y el porcentaje de espermatozoides con estado acrosomal intacto. Con
el fin de determinar el estado acrosomal se utilizé la mezcla diluida 1:20 en
glutaraldehido 0.5%, la cual se observdé mediante microscopia de contraste de fases
negativa con un microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon Corporation Instruments Co.,
IZASA, Barcelona, Espafia) a un aumento de 400x. Se contaron entre 100 - 150
espermatozoides y se determind el estado del acrosoma intacto (NAR) o dafiado
(DAR) (ver figura 8) y se calcul6 de la siguiente manera:

NAR

NAR = ——
(NAR + DAR)

100

Figura 8. Evaluacién del estado del acrosoma. (A) Borde apical reaccionado o dafiado (DAR);
(B) borde apical normal o intacta (NAR). Imagen observada a un aumento de 400x.

Para el analisis morfolégico se determiné el porcentaje de espermatozoides anormales
(ANR) presentes en la muestra, haciendo uso de la misma preparacion y el mismo
método de visualizacién que el empleado en la determinacion del estado acrosémico
del espermatozoide. Se contabilizaron entre 100 y 150 espermatozoides y se
clasificaron en normales, anormales (cabezas sueltas, presencia de dos colas, colas
enroscadas, piezas intermedias dobladas y cabezas anormales) y con gota
citoplasmatica (ver figura 9). Los calculos se realizaron de la siguiente manera:

ESPERMATOZOIDES CON ANORMALIDADES

ANORMALIDADES = ESPERMATOZOIDES CON ANORMALIDADES + ESPERMATOZOIDES NORMALES *

100

ESPERMATOZOIDES CON GOTA

PRESENCIA GOTA CITOPLAMATICA =
(ESPERMATOZOIDES CON GOTA + ESPERMATOZOIDES MADUROS) *

100
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Figura 9. Morfologia espermatica en conejos: (a) forma normal; (b) cola enrollada; (c) cabeza
suelta; (d) gota citoplasmatica y (e) cabeza piriforme. Observadas a un aumento de 400x.

3.4. Fertilidad y prolificidad

Por las caracteristicas intrinsecas de los machos de la linea R (pesada), la gestién
reproductiva se llevé a cabo mediante inseminacion artificial tal y como se puede ver
en la figura 10. Para ello, se recuperaron eyaculados de los machos y se realizaron
inseminaciones individuales con todo el eyaculado recuperado (calidad >70% de
motilidad y <25% de morfoanomalias) sobre hembras de la misma linea y generacion.
Previa a la inseminacion se realizé la valoracion de la receptividad de las hembras
(vulva roja). Inmediatamente tras la inseminacion se indujo la ovulacion inyectando por
via intramuscular 1ug de acetato de buserelina (Suprefact, Sanofi-aventis, S.A,
Barcelona, Espafa). Se determind la fertilidad a palpacién (12 dias) y al parto.
Finalmente se observé la prolificidad determinando el nUmero de gazapos nacidos
Vivos y nacidos muertos (tamafio de camada).

Figura. 10. Inseminacion artificial de las hembras receptivas.

3.5. Disefio experimental

Se tuvo dos grupos experimentales de machos de la linea R. Animales reconstituidos
a partir de embriones vitrificados y almacenados en nitrégeno liquido (NL) en el afio
2000 (Generacion 18) y animales reconstituidos a partir de embriones vitrificados en el
afio 2015 (Generacion 36), los cuales fueron almacenados durante un afio hasta su
posterior transferencia. Embriones de ambas generaciones fueron descongelados y
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transferidos en hembras receptoras de la linea A, de manera que los grupos
experimentales fueran coetdneos. Los conejos macho obtenidos de los embriones
vitrificados (18 y 36), fueron seleccionados a los 28 dias de edad (destete) y alojados
en grupos de 7. Posteriormente fueron ubicados en jaulas individuales. Se realizaron
evaluaciones de la conducta sexual y el entrenamiento de los machos (libido, cortejo,
aceptacion a la vagina artificial, monta y eyaculacién) a partir de la semana 20 hasta
las 28 semanas de edad. A partir de la semana 28 se empez6 la recuperacion de
semen y valoracion de las caracteristicas del eyaculado que se prolong6 durante 8
semanas. Un resumen de disefio experimental se muestra en la figura 11.

Figura 11. Esquema del disefio y organizacion experimental.
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Finalmente se realiz6 la evaluacion in vivo de la calidad seminal en hembras
inseminadas con semen fresco de los machos en estudio para ambas generaciones.
Se evaluaron la tasa de fertilidad (12 dias-palpacién y al parto) y prolificidad. Para
determinar la prolificidad, tras el parto se contabilizdé el nUmero de gazapos nacidos
vivos y nacidos muertos.

Todos los animales fueron alojados en jaulas individuales bajo condiciones
ambientales controladas: temperatura media diaria minima de 17.5°C y maxima de
25°C, fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, y acceso libre a agua y
pienso comercial (17.5% de proteina cruda, extracto de éter 3.5%, 16.7% de fibra
cruda, 2938 kcal / kg sobre materia seca).

Todos los procedimientos experimentales empleados en este estudio se realizaron de
conformidad con la Directiva 2010/63/CEE del Consejo de la UE para los experimentos
con animales, y fueron revisados y aprobados por el Comité Etico de Experimentacion
con Animales de la Universidad Politécnica de Valencia, Espafia (codigo de la
investigacion: 2015/ VSC / PEA /00061).

3.6. Analisis estadistico.

Todos los parametros seminales fueron analizados mediante un modelo lineal
generalizado (GLM) que incluyé como efecto fijo la generacion.

La fertilidad a palpacién y al parto, fueron analizados por medio de una funcion
binomial probit_link (SPSS), en la que se utiliz6 como efecto fijo la generacién (18 y
36). Se asignaron valores binomiales a la fertilidad, de modo que las conejas
inseminadas que fueron palpadas positiva 0 que parieron recibian un valor de 1, y
aguellas que fueron palpadas negativa o que no parieron, un valor de 0. Para el
analisis de la prolificidad se realizé un analisis de la varianza usando un GLM, en el
que se incluyé como efecto fijo la generacion.

Los analisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago,
lllinois, USA, 2002). Se consideraron diferencias estadisticos significativos a valores
de P<0.05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Estadisticos descriptivos

Los estadisticos descriptivos (media, D.S, CV y rango) de las caracteristicas de
produccion y calidad espermatica estudiadas se muestran en la tabla 8. En esta se
incluyen caracteristicas de produccion espermatica (volumen, concentracion y
produccién espermatica) y de calidad espermatica (viabilidad, motilidad subjetiva,
porcentaje de espermatozoides anormales y porcentaje de espermatozoide con el
borde apical normal, porcentaje de espermatozoide con presencia de gota
citoplasmética).

Tabla 8. Estadisticos descriptivos de las caracteristicas de produccion y calidad espermatica.

Parametros seminales N Media D.S Cc.v Min Max
Volumen (mL) 183 0.8 0.48 0.58 0.2 2.5
Concentracion (106 SPZ/mL) 181 200.9 137.69 0.69 16.0 630.0
Produccion (106 SPZ/eyaculado) 181 165.4 143.80 0.87 8.0 909.0
Viabilidad (%) 181 73.2 10.53 0.14 36.6 92.8
ANR (%) 178 195 8.92 0.46 0.0 45.7
NAR (%) 178 90.4 6.76 0.71 100.0 67.8
Gota citoplasmatica (%) 176 7.4 7.22 0.98 0.0 321
MOT Subjetiva (%) 178 78.0 13.84 0.18 30.0 95.0

N: numero de datos; D.S: desviacion estandar; C.V: coeficiente de variacion; ANR (%): porcentaje de
espermatozoides anormales; NAR (%): porcentaje de espermatozoide con el borde apical normal; MOT
Subjetiva (%): porcentaje de espermatozoides métiles evaluados subjetivamente.

Estas caracteristicas presentaron coeficientes de variacién altos. Las caracteristicas
productivas de semen (volumen, concentracion y produccion) fueron los que mas
variabilidad mostraron (0.58, 0.69 y 0.87 respectivamente). De las caracteristicas de
calidad espermatica que mostraron mayor variabilidad fueron NAR (espermatozoides
con borde apical normal) y ANR (espermatozoides con morfoanomalias) con 0.71 y
0.46 de coeficiente de variacion respectivamente.

Los altos valores de variabilidad de las caracteristicas seminales de produccién como:
volumen, concentracioén y produccion espermatica y de las caracteristicas de calidad
espermatica (NAR y ANR), observados en este estudio fueron similares a los
obtenidos en varios estudios (Ferrian, 2007; Garcia-Tomas et al., 2006a,b; Lavara et
al., 2011, 2012; Tusell et al., 2012).

Los pardmetros de motilidad y cinética espermatica se muestran en la tabla 9. En las
gue se incluyen el porcentaje de espermatozoides motiles (MOT), la motilidad
progresiva (MP), velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL), velocidad
media (VAP); indice de linealidad (LIN), indice de rectitud (STR), indice de oscilacién
(WOB), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida
de la cabeza del espermatozoide (BCF).
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Tabla 9. Estadisticos descriptivos de los parametros cinéticos de motilidad.

Parametros seminales N Media D.S c.v Min Max
MOT (%) 179 77.4 13.93 0.18 29.5 96.1
MP (%) 183 42.7 15.08 0.35 3.3 73.5
VCL (um/s) 183 99.2 23.14 0.23 16.3 156.4
VSL (um/s) 183 41.7 13.63 0.33 9.1 79.3
VAP (um/s) 183 60.8 17.22 0.28 21.3 96.0
LIN (%) 182 42.5 12.85 0.30 14.7 73.5
STR (%) 182 68.3 9.55 0.14 42.7 86.5
WOB (%) 182 60.9 11.89 0.19 34.3 88.6
ALH (um) 183 2.9 0.54 0.19 1.5 4.1
BCF (Hz) 182 10.9 1.60 0.14 5.9 15.3

N: nimero de datos; D.S: desviacion estandar; C.V: coeficiente de variacion; MOT (%): porcentaje de
espermatozoides motiles; MP (%): porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva; VCL (um/s):
velocidad curvilinea; VSL (um/s): velocidad rectilinea; VAP (um/s): velocidad media; LIN (%): indice de
linealidad; STR (%): indice de rectitud; WOB (%): indice de oscilaciéon; ALH (um): amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza y BCF (Hz): Frecuencia de Batida de la Cabeza.

Todos los parametros de cinética de la motilidad espermatica mostraron coeficientes
de variacion por lo general bajos, manteniéndose en un rango de 0.14 a 0.35. Los
resultados que se muestran en la tabla 8 y 9 son tipicos para el conejo y estan dentro
del rango de los descritos en otros trabajos previos en estudios de la linea R (Mocé, et
al., 2000; Vicente et al., 2000; Viudes-de-Castro, et al., 2005; Ferrian, 2007; Quintero-
Moreno et al., 2007; Safaa et al., 2008; Lavara et al., 2008; 2010, 2012).

4.2. Caracteristicas de produccién seminal

Los resultados del volumen del eyaculado obtenidos (0.6-1.0mL) son similares a los
observados en trabajos anteriores (Vicente et al., 2000; Ferrian, 2007; Quintero-
Moreno et al., 2007; Safaa et al., 2008; Lavara et al., 2008, 2010). No obstante estos
son inferiores (1.2-1.6mL) a los descritos por Mocé, et al., (2000) y Garcia-Tomas et
al., (2006a,b) y superiores (0.4-0.5mL) a los observados por Brun, et al., (2006, 2016).

En cuanto a la concentracion espermatica, los resultados observados en este estudio
son similares (145-230x10° spz/mL) a estudios previos realizados sobre machos de
esta misma linea (Vicente et al., 2000, Ferrian, 2007; Safaa et al., 2008; Lavara et al.,
2008; 2010). No obstante estos valores son algo inferiores (240-400x10° spz/mL) a los
descritos en otros trabajos previos (Mocé, et al., 2000; Garcia-Tomas et al., 2006a,b;
Quintero-Moreno et al., 2007). Respecto a la concentracion descrita en otra linea
paternal (Brun, et al., 2006, 2016), estos fueron muy altos (663-738x10° spz/mL) en
contraposicion a los resultados obtenidos en este trabajo.
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Dentro de las caracteristicas de produccibn seminal evaluadas, se encontrd
diferencias significativas en el volumen del eyaculado (0.7 = 0.06 mL frente a 0.9 £
0.04 mL) y en la producciéon (122.8 + 19.67x10° spz/eyaculado frente a 184.0 *
12.60x10° spz/eyaculado) entre la generacion 18 y la generacion 36 respectivamente.
No obstante, la concentracion esperméatica no se vio alterada, mostrando para ambas
generaciones, los valores medios se pueden visualizar en la tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas de cantidad espermética (Ism # e.s).

Generacién Volumen (mL) Concentracion Produccion
(10°spz /ml) (10° spz/eyaculado)
18 0.7+0.06° 199.5 + 18.62 122.8+19.67°
36 0.9+0.04° 201.5+12.30 184.0+12.60°

% | etras distintas en la misma columna muestran diferencias significativas (P<0.05).

Las diferencias observadas en volumen tras 18 generaciones de seleccion, podria ser
debido al efecto de la seleccién por velocidad de crecimiento, ya que la respuesta
obtenida por generacién es aproximadamente de 0,4-0,6 g/d, desde el destete hasta el
engorde, lo que conlleva como principales consecuencias una mejora del indice de
conversion y un aumento del tamafio adulto (Blasco et al., 2003) haciendo a los
machos de la generaciéon actual (36) mas pesados. Por lo tanto presentaran mayor
tamafio y volumen testicular frente a sus coetaneos de la generacién 18, lo que podria
explicar una mayor produccién en volumen seminal, ademas influyendo directamente
en el aumento de la produccién espermatica (volumen x concentracion).

Varios autores han correlacionado el volumen del eyaculado con la GMD. En concreto
Lavara et al., (2011) determinaron una correlaciéon genética moderada positiva (0.36 +
0.34) entre el volumen del eyaculado y la GMD. Por lo tanto los resultados del
presente trabajo son coadyuvados por la correlacion genética observada en conejos
de la linea R. Ademas Brun et al., (2006) determinaron correlaciones positivas (r =
0.39 y 0.59 liviana y pesada respectivamente) entre el peso testicular y el peso vivo en
una linea de conejo seleccionados divergentemente a los 63 dias de peso corporal.

Estudios previos (Rddenas et al., 2008; Tusell et al., 2012) concluyen que la seleccién
por GMD después de varias generaciones de seleccion no deberia tener efectos sobre
la concentracién, Volumen y Produccion espermética. Resultados contradictorios a los
obtenidos en este estudio.

4.3. Parametros de calidad espermatica

Las caracteristicas espermaticas: viabilidad, morfoanomalias (ANR) y el estado del
borde apical normal (NAR), evaluadas en este trabajo no mostraron diferencias
significativas (P>0.05) entre los machos de ambas generaciones. Sin embargo la
motilidad subjetiva (74.9 £ 1.85% frente a 79.4 = 1.24%) y el porcentaje de
espermatozoides con presencia de gota citoplasmatica (10.1 =+ 0.99 frente a 6.3 *
0.63) mostraron diferencias significativas (P<0.05) entre las generaciones 18 y 36
respectivamente (ver tabla 11).
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Tabla 11. Caracteristicas de calidad espermatica (Ism # e.s).

Gen  MOTSUBI(%)  VIABILIDAD (%)  ANR (%) NAR (%) GOTA (%)
18  749%185° 71.2+1.41 17.9+1.21 89.9 +0.93 10.14£0.99°
36  79.4+1.24° 74.1+0.93 20.01.80 90.6 + 0.61 6.3+0.63°

MOT SUBJ (%): motilidad subjetiva; ANR (%): porcentaje de espermatozoides anormales; NAR (%):
porcentaje de espermatozoide con el borde apical normal; GOTA (%): porcentaje de espermatozoides
con gota citoplasmatica. % | etras distintas en las columnas muestran diferencias estadisticas (P<0.05).

Estas diferencias observadas son poco relevantes, ya que los valores obtenidos estan
dentro de los recomendados (<70 % de motilidad espermatica y >15% de gota
citoplasmaética).

Los resultados de viabilidad mostrados en la tabla 11 fueron superiores a los
observados por Safaa et al., (2008) e inferiores a los obtenidos por Garcia-Tomas et
al., (2006a,b) y Quintero-Moreno et al., (2007). Son pocos los estudios en conejo
donde se evalla la viabilidad espermatica. Las diferencias en los resultados obtenidos
frente a otros estudios podrian ser debido a los tipos de linea genética de conejos
evaluados y a los diferentes protocolos usados en la evaluacion de la viabilidad
espermatica, como el HOST test (Safaa et al., 2008) y la tincién de eosina y negrosina
(Garcia-Tomés et al., 2006a, 2006b; Quintero-Moreno et al., 2007).

Con respecto al porcentaje de espermatozoides con morfoanomalias, los resultados
obtenidos en nuestro estudio son similares a los descritos en trabajos previos (Garcia-
Tomas et al., 2006a,b; Quintero-Moreno et al., 2007; Safaa et al., 2008; Lavara et al.,
2010, 2012), aunque algo superiores a los descritos en otros trabajos (Mocé et al.,
2000; Vicente et al., 2000; Ferrian, 2007; Lavara et al., 2008). Asimismo, los valores
obtenidos para el porcentaje de espermatozoides con estado acrosomal normal o con
borde apical normal fueron similares a los valores obtenidos en trabajos previos
realizados en conejos de la linea R (Mocé et al., 2000; Vicente et al., 2000; Viudes-de-
Castro et al., 2005; Garcia-Tomas et al.,, 2006a,b; Quintero-Moreno et al., 2007,
Ferrian, 2007; Safaa et al., 2008; Lavara et al.,2008, 2010, 2012).

Lavara et al., (2012) describen heredabilidades (h? generalmente bajas para las
caracteristicas de calidad espermatica y los pardmetros cinéticos de motilidad. Estos
autores determinaron una correlacion genética negativa entre la GMD vy el porcentaje
de espermatozoides con acrosoma intacto y la motilidad (-0.40 y -0.53
respectivamente). Nuestros resultados indican que la seleccion por GMD parece no
tener efectos sobre las caracteristicas de calidad espermatica del porcentaje de
espermatozoides con morfoanomalias, porcentaje de espermatozoides con el
acrosoma intacto y la viabilidad.
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4.4, Pardmetros cinéticos de la motilidad espermatica

Los parametros cinéticos determinados mediante el software CASA se muestran en la
figura 12. Dentro de los pardmetros cinéticos se incluye el porcentaje de
espermatozoides motiles (MOT), el porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva (MP), Velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL) y la velocidad
media (VAP) determinadas a partir del movimiento.
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Figura 12. Imagen de las trayectorias cinéticas del espermatozoide analizadas por el CASA.

Los parametros cinéticos de la motilidad espermética no mostraron diferencias
estadisticos (p>0.05, tabla 12). A excepcion de la velocidad curvilinea que mostr6é una
menor velocidad en los espermatozoides de la generacion 18 frente a 36 (92.4 +
3.04um/s frente a 102.2 + 2.02um/s respectivamente), esta diferencia observada
parece indicar que los espermatozoides de los machos de la generacion 36 presenta
ligeramente una trayectoria mas sinuoso, sugiriendo la presencia de espermatozoides
hiperactivados que describirian un movimiento de trayectoria circular.

Tabla 12. Parametros cinéticos de la motilidad espermatica (Ism + e.s).

Gen MOT (%) MP (%) VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s)
18 75.4 +1.87 441 +£2.02 92.4+3.04° 42.6+1.82 58.8 +2.30
36 78.3+1.25 42.0+1.34 102.2 +2.02° 413+1.21 61.7 £1.53

MOT (%): porcentaje de espermatozoides mdtiles; MP (%): porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva; VCL (um/s): Velocidad curvilinea; VSL (um/s): velocidad rectilinea; VAP (um/s):
velocidad media. ™ Letras distintas en las columnas muestran diferencias significativas (P<0.05).

Varios autores en trabajos previos documentaron resultados similares sobre los
parametros cinéticos, a excepcion de la velocidad curvilinea que son algo inferiores a
los reportes obtenidos en este trabajo (Viudes-de-Castro et al., 2005; Quintero-Moreno
et al., 2007; Ferrian, 2007; Safaa et al., 2008; Lavara et al., 2008, 2010, 2012).
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En la tabla 13 se muestran los parametros de los ratios cinéticos: indice de linealidad
(LIN); indice de rectitud (STR); indice de oscilacién (WOB) y los parametros cinéticos
complementarios: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y la
frecuencia de batida de la cabeza del (BCF). De todos ellos, Unicamente el indice de
oscilacién no mostré diferencias significativas (p>0.05). Por lo tanto, el indice de
linealidad y de rectitud mostraron diferencias significativas (p<0.05). Los
espermatozoides de los machos de la generaciébn 18 mostraron unos niveles
superiores a los de la 36 (46.6+£1.68% frente a 40.6£1.12% y 72.2+1.24% frente a
66.5+£0.82% para LIN y STR respectivamente). Sin embargo los espermatozoides de
los machos de la generacion 36 mostraron unos valores superiores para los
parametros ALH Y BCF (2.7+0.07um frente a 2.9£0.05um y 10.5 + 0.21Hz frente a 11.1
+ 0.14Hz respectivamente).

Tabla 13. Ratios de los parametros cinéticos de la motilidad espermatica (Ism # e.s).

Gen LIN (%) STR (%) WOB (%) ALH (um) BCF (Hz)
18 46.6 + 1.68° 72.2+1.24° 63.5+1.58 2.7+0.07° 10.5+0.21°
36 40.6 £1.12° 66.5+0.82° 59.9+1.05 2.9+0.05 11.1+0.14°

LIN (%): indice de linealidad; STR (%): indice de rectitud; WOB (%): indice de oscilacidon; ALH (um):
amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza y BCF (Hz): Frecuencia de Batida de la Cabeza. | etras
distintas en las columnas muestran diferencias significativas (P<0.05).

Por lo general, los autores que documentaron los valores para el indice de linealidad
fueron algo superiores a los obtenidos en este trabajo, y los valores descritos para
indice de rectitud fueron muy variables entre autores (Viudes-de-Castro., et al. 1999;
Ferrian, 2007; Safaa et al., 2008; Lavara et al., 2008; 2010, 2012). Concerniente a los
valores documentados para ALH, estos fueron similares a los observados en (Lavara
et al., 2010; A Quintero-Moreno et al., 2007; Safaa et al., 2008) e inferiores para
(Ferrian, 2007; Viudes-de-Castro et al., 2005; Lavara et al., 2012). Con respecto a la
frecuencia de batida de la cabeza del espermatozoide, son pocos los trabajos donde
incluyen la descripcion de este pardmetro (Quintero-Moreno, 2003; Safaa et al., 2008;
Viudes-de-Castro et al., 2005).

Castellini et al., (2011) observan que los espermatozoide de las distintas especies
domésticas y humanos, tienen diferentes caracteristicas cinéticas, describiendo que
los espermatozoides de conejo son los mas rapidos, mientras los espermatozoides de
humanos eran los mas lentos. Por el contrario, los valores mas altos de linealidad se
corresponden con espermatozoides de humanos, seguido de toro, carnero y conejo.

Segun Quintero-Moreno, (2003) los pardmetro que mejor describen la motilidad
espermatica en conejos son VAP, LIN, ALH y BCF (0.95, 0.96, 0.93 y 0.75 con
coeficientes de correlacidén respectivamente), estos mismos parametros mostraron ser
descriptores de la motilidad en semen de caballos y cerdos. Asimismo, indica que la
subpoblacion espermatica mayoritaria presente en el conejo, describe una alta
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motilidad progresiva y trayectoria lineal. Varios autores asocian los valores altos que
se observan en VCL y ALH, y valores bajos en LIN, con un estado de hiperactivacion
espermatica (Mortimer, 2000; Quintero-Moreno, 2003; Brun et al., 2006). Este estado
se caracteriza por el movimiento vigoroso no progresivo de los espermatozoides, con
grandes desplazamientos laterales de la cabeza y el movimiento del flagelo de toda la
amplitud. Si nos basamos en nuestros resultados con valores ligeramente mas bajos
en LIN y mas elevados para ALH y VCL (Tabla 12) en los eyaculados de los machos
de la generacion 36, esto podria indicar un mayor grado de “hiperactivacion” frente a
los de la generacién 18. No obstante, cabe indicar que los parametros cinéticos no
estan del todo dilucidados en relacion a la prediccion de la fertilidad in vivo, ya que la
fertilidad envuelve un conjunto de factores, de los cuales cada factor aporta un efecto
diferente en el resultado final.

En conejo la relacién entre la calidad seminal y la fertilidad se ha estudiado
mayoritariamente considerando la concentracion o la motilidad espermatica (Viudes-
de-Castro y Vicente, 1997; Castellini y Lattaioli, 1999; Brun et al., 2002; Garcia-Tomas
et al., 2006c¢). No obstante, las caracteristicas que se evallan en un espermiograma
clasicos son, en general, pobres predictores de la fertilidad (Garcia-Tomas et al.,
2006c¢). Ademas, se tiene que tener en cuenta factores asociados al efecto materno de
la hembra, al momento de determinar la fertilidad.

Ademas, segun Piles et al., (2013), la contribucién masculina a la fertilidad después
del apareamiento natural y después de la IA con dosis de semen con alta
concentracion es minimo, aunque se ha encontrado que, en condiciones de IA mas
restrictivas, las contribuciones del macho a la fertilidad y prolificidad son bajos.
Asimismo, indicaron que la seleccion por GMD, no parece estar genéticamente
correlacionada con la fertilidad masculina y las caracteristicas seminales.

En general, a pesar de que las evaluaciones in vitro de la calidad seminal no permiten
una evaluacion precisa del potencial y la capacidad de fertilidad que presentan las
muestras de semen. Sin embargo, son importantes ya que es una herramienta para
determinar y discriminar aquellas muestras de semen de mala calidad. Por lo tanto, la
evaluacién de semen en laboratorio adquiere una vital importancia para la industria de
la 1A para proveer dosis de semen buena calidad. (Mocé y Graham, 2008)

4.5. Andlisis de fertilidad y prolificidad

Los resultados de la evaluacion de la calidad espermatica in vivo se muestra en la
tabla 14. Se realizaron un total de 152 inseminaciones (63 y 89 inseminaciones con
semen de la generacion 18 y 36 respectivamente) en hembras de la misma linea
genética y generacion. Valorando la tasa de fertilidad a palpacion (12 dias) y al parto,
como también la prolificidad determinando los nacidos vivos y nacidos muertos al
parto. Se obtuvieron un total de 86 partos (32 y 54 partos de los inseminados con
semen de la generaciéon 18 y 36 respectivamente), con los cuales se determiné la
prolificidad.

Los resultados obtenidos mostraron que no hay diferencias significativas (p>0.05) en
la tasa de fertilidad a palpacion y al parto, ni en la prolificidad al parto de los gazapos
nacidos vivos y nacido muertos, entre la generacion 18 y la generacion 36.
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Tabla 14. Tasa de fertilidad y prolificidad (Ism # e.s).

Tasa de fertilidad

Gen N2 IA
Palpacion
(12 dias) Parto
18 63 60.0 £ 6.1 54.0+6.3
36 89 66.0 £5.0 61.0+5.2

N2 de partos

Prolificidad al parto

Nacidos vivos Nacidos muertos

6.0+ 0.60 0.9+0.24

5.7+0.46 0.8+0.18

Los resultados mostrados en este estudio son algo inferiores (75% fertilidad y 9.8
nacidos vivos) a los descrito por Vicente et al., (2000). Sin embargo, los valores de
fertilidad (palpacién y al parto) y prolificidad obtenidos en este trabajo son similares al
documentado por Lavara et al., (2010), donde observan 65% y 57% de fertilidad a
palpacion y al parto respectivamente y 7.9 de gazapos nacidos total. Estos resultados
obtenidos en fertilidad y prolificidad confirman lo observado en la evaluacién in vitro de
la calidad espermatica, donde no se encontraron diferencias significativas (entre los
machos de la generacién 18 y 36) en los pardmetros que predicen mejor la capacidad

fertilizante del espermatozoide.

5. CONCLUSIONES.

En base a los resultados obtenidos, podemos afirmar que la ganancia media diaria
influye sobre el volumen del eyaculado y por ende en la produccién espermatica, pero

no produce ninguna alteracion de la calidad seminal.

29



6. CITAS BIBLIOGRAFICAS.

Alvarifio, J. M. R. (2000). Reproductive performance of male rabbits. In 7th World Rabbit
Congress, A, 13-36.

Arifo, B. (2006). Variabilidad genética de la calidad de la carne de conejo. Tesis doctoral,
Universidad Politécnica de Valencia.

Armero, Q., & Blasco, A. (1992). Economic weights for rabbit selection indices. Journal of
Applied Rabbit, 15, 637—-642.

Baselga, M. (2004). Genetic improvement of meat rabbits. Programmes and diffusion. In 8th
World Rabbit Congress, 1-13.

Blasco, A., Baselga, M., & Estany, J. (1984). Mejora genética del conejo. Valencia -Espana.

Blasco, A., Piles, M., & Varona, L. (2003). A Bayesian analysis of the effect of selection for
growth rate on growth curves in rabbits. Genetics Selection Evolution, 35, 21-41.

Brugo Olmedo, S., Calamera, J., Gonzalez, O., Deparci, A., Verdinelli, J. (1995). La morfologia
espermatica y su importancia como diagnostico de capacidad fertilizante. Revista
Argentina de Urologia, 60, 35-56.

Brun, J. M., Sanchez, A., Ailloud, E., Saleil, G., & Theu-Clément, M. (2016). Genetic parameters
of rabbit semen traits and male fertilising ability. Animal Reproduction Science, 166, 15—
21.

Brun, J. M., Theau-Clément, M., & Bolet, G. (2002). The relationship between rabbit semen
characteristics and reproductive performance after artificial insemination. Animal
Reproduction Science, 70, 139-149.

Brun, J. M., Theau-Clément, M., Esparbié, J., Faliéres, J., Saleil, G., & Larzul, C. (2006). Semen
production in two rabbit lines divergently selected for 63-d body weight. Theriogenology,
66, 2165-2172.

Castellini C., Lattaioli P., Cardinali R., Bosco, A. (2006). Effect of collection rhythm on
spermatozoa and droplet concentration of rabbit semen. World Rabbit Science, 14, 101-
106.

Castellini, C., Dal Bosco, A., Ruggeri, S., & Collodel, G. (2011). What is the best frame rate for
evaluation of sperm motility in different species by computer-assisted sperm analysis?
Fertility and Sterility, 96, 24-27.

Castellini, C., & Lattaioli, P. (1999). Effect of number of motile sperms inseminated on
reproductive performance of rabbit does. Animal Reproduction Science, 57, 111-120.
Castellini, C., Lattaioli, P., Cardinali, R., Bosco, A., & Mourvaki, E. (2007). Validation of a
spectrophometric method used for the measurement of spermatozoa concentration in

rabbit semen. World Rabbit Science, 15, 115-119.

Cifre, J., Baselga, M., Garcia-Ximénez, F., & Vicente, J. S. (1998). Performance of a hyperprolific
rabbit line I. Litter size traits. Journal of Animal Breeding and Genetics, 115, 131-138.
Estany, J., Baselga, M., Blasco, A., & Camacho, J. (1989). Mixed model methodology for the
estimation of genetic response to selection in litter size of rabbits. Livestock Production

Science, 21, 67-75.

Estany, J., Camacho, J., Baselga, M., & Blasco, A. (1992). selection response of growth rate in
Rabbits for Meat Production. Genetics Selection Evolution, 24, 527-537.

Ferrian, S. (2007). Influencia de las caracteristicas seminales del eyaculado de conejo sobre la
calidad espermdtica post-descongelacion. Tesis fin de master, Universidad Politécnica de
Valencia.

Garcia-Tomas, M., Sanchez, J., Rafael, O., Ramon, J., & Piles, M. (2006). Relaciéon entre
pardmetros de calidad seminal y fertilidad. In XXX/l Symposium de Cunicultura, 23-28.

Garcia-Tomas, M., Sanchez, J., Rafel, O., Ramon, J., & Piles, M. (2006a). Heterosis, direct and
maternal genetic effects on semen quality traits of rabbits. Livestock Science, 100, 111-
120.

30



Garcia-Tomas, M., Sanchez, J., Rafel, O., Ramon, J.,, & Piles, M. (2006b). Variability,
repeatability and phenotypic relationships of several characteristics of production and
semen quality in rabbit. Animal Reproduction Science, 93, 88—100.

Garner, D., & Johnson, L. (1995). Viability assessment of mammalian sperm using SYBR-14 and
propidium iodide. Biology of Reproduction, 53, 276—284.

International Rabbit Reproduction Group. (2005). Guidelines for the handling of rabbit buck
and semen. In World Rabbit Science, 13, 71-91.

Jeyendran, R., Van der Ven, H., Perez-Pelaez, M., Crabo, B., & Zaneveld, L. (1984).
Development of an assay to assess the functional integrity of the human sperm
membrane and its relationship to other semen characteristics. Journal of Reproduction
and Fertility, 70, 219-228.

Lavara, R. (2013). Genetics of fresh and frozen-thawed semen traits and their relationship with
growth rate in rabbits. Tesis doctoral, Universidad Politécvnica de Valencia.

Lavara, R., Baselga, M., & Vicente, J. S. (2010). Aneuploidy in rabbit males: Semen traits and
fertility. Theriogenology, 74, 105-110.

Lavara, R., Moce, E., & Vicente, J. (2003). Buenas practicas en inseminacion artificial I.
Lagomorfa, 128, 14-23.

Lavara, R., & Vicente, J. (2001). Estado actual de la reproduccion en cunicultura. Lagomorfa,
113,24-32.

Lavara, R., Vicente, J., & Baselga, M. (2011). Genetic parameter estimates for semen
production traits and growth rate of a paternal rabbit line. Journal of Animal Breeding
and Genetics, 128, 44-51.

Lavara, R., Vicente, J., Marco-jimémez, F., & Baselga, M. (2008). Correlation between CASA and
ASMA parameters in rabbit semen. In 9th World Rabbit Congress, 9, 381-386.

Lavara, R., Vicente, J. S., & Baselga, M. (2012). Estimation of genetic parameters for semen
quality traits and growth rate in a paternal rabbit line. Theriogenology, 78, 567-575.
Lavara, R., Vicente, J. S., & Baselga, M. (2013). Genetic variation in head morphometry of

rabbit sperm. Theriogenology, 80, 313—-318.

Marco-liménez, F., Vicente, J., Lavara, R., Balasch, S., & Viudes-de-Castro, M. (2010). Poor
prediction value of sperm head morphometry for fertility and litter size in rabbit.
Reproduction in Domestic Animals, 45, 118—123.

Minguez, C. (2012). Comparacion de cuatro lineas maternales de conejo en caracteres de
crecimiento. Tesis doctoral, Universidad Politécnica de Valencia.

Mocé, E., & Graham, J. K. (2008). In vitro evaluation of sperm quality. Animal Reproduction
Science, 105, 104-118.

Mocé, E., Lavara, R., Lavara, F., & Vicente, J. (2000). Effect of reproductive rhythm on seminal
parameters from a rabbit line with high growth rate. In 7th World Rabbit Congress, 8,
197-201.

Mortimer, S. T. (2000). CASA — Practical Aspects Andrology Lab Corner. Journal of Andrology,
21,515-524.

Naturil-Alfonso, C., Lavara, R., Millan, P., Rebollar, P. G., Vicente, J. S., & Marco-Jiménez, F.
(2016). Study of failures in a rabbit line selected for growth rate. World Rabbit Science,
24, 47-53.

Naturil-Alfonso, C., Marco-liménez, F., Jiménez-Trigos, E., Saenz-de-Juano, M. D., Viudes-de-
Castro, M. P., Lavara, R., & Vicente, J. S. (2015). Role of embryonic and maternal
genotype on prenatal survival and foetal growth in rabbit. Reproduction in Domestic
Animals, 50, 312-320.

Pascual, J., Garcia, C., Martinez, E., Mocé, E., & Vicente, J. (2004). Rearing management of
rabbit males selected by high growth rate: the effect of diet and season on semen
characteristics. Reproduction Nutrition Development, 44, 49-63.

31



Piles, M., Gomez, E. A,, Rafel, O., Ramon, J., & Blasco, A. (2004). Elliptical selection experiment
for the estimation of genetic parameters of the growth rate and feed conversion ratio in
rabbits. Journal of Animal Science, 82, 654—660.

Piles, M., Tusell, L., Lavara, R., & Baselga, M. (2013). Breeding programmes to improve male
reproductive performance and efficiency of insemination dose production in paternal
lines: Feasibility and limitations. World Rabbit Science, 21, 61-75.

Quintero-Moreno, A. (2003). Estudio sobre la dindmica de poblaciones espermdticas en semen
de caballo, cerdo y conejo. Tesis doctoral, Universidad Autonoma de Barcelona.

Quintero-Moreno, A., Rigau, T., & Rodriguez-Gil, J. (2007). Multivariate cluster analysis
regression procedures as tools to identify motile sperm subpopulations in rabbit semen
and to predict semen fertility and litter size. Reproduction in Domestic Animals, 42, 312—
319.

Roca, J., Martinez, S., Orengo, J., Parrilla, 1., Vazquez, J. M., & Martinez, E. A. (2005). Influence
of constant long days on ejaculate parameters of rabbits reared under natural
environment conditions of Mediterranean area. Livestock Production Science, 94, 169—
177.

Rochambeau, H. (2000). Artificial insemination and genetic lag of improvement nucleus to
commercial herd. In 7Th World Rabbit Congress, A, 353-360.

Rddenas, L., Martinez, E., Savietto, D., Fernandez, J., Prendes, R., Domingues, V., ... Pascual, J. .
(2008). Efecto de los parametros ambientales y productivos sobre la calidad seminal de
machos seleccionados por alta velocidad de crecimiento. In XXX!Il Symposium de ASESCU.

Safaa, H., Vicente, J., Lavara, R., & Viudes-de-Castro, M. (2008). Semen evaluation of two
selected lines of rabbit bucks. World Rabbit Science, 16, 141-148.

Sanchez, J. P., Theilgaard, P., Minguez, C., & Baselga, M. (2008). Constitution and evaluation of
a long-lived productive rabbit line. Journal of Animal Science, 86, 515-525.

Tusell, L., Legarra, A., Garcia-Tomas, M., Rafel, O., Ramon, J., & Piles, M. (2012). Genetic basis
of semen traits and their relationship with growth rate in rabbits. Journal of Animal
Science, 90, 1385-1397.

Verstegen, J., Iguer-Ouada, M., & Onclin, K. (2002). Computer assisted semen analyzers in
andrology research and veterinary practice. Theriogenology, 57, 149-179.

Vicente, J., Llobat, L., Viudes-de-Castro, M., Lavara, R., Baselga, M., & Marco-Jiménez, F.
(2012). Gestational losses in a rabbit line selected for growth rate. Theriogenology, 77,
81-88.

Vicente, J., Llobat, M., Jiménez-Trigos, E., Lavara, R., & Marco-Jiménez, F. (2013). Effect of
embryonic and maternal genotype on embryo and foetal survival in rabbit. Reproduction
in Domestic Animals, 48, 402—-406.

Vicente, J., Viudes de Castro, M., Lavara, R.,, & Llavara, F. (2000). Effect of male line on
prolificacy from does inseminated with low sperm doses. In 7th World Rabbit Congress, 8,
273-277.

Viudes de Castro, M., & Vicente, J. (1997). Effect of sperm count on the fertility and prolificity
rates of meat rabbits. Animal Reproduction Science, 46, 313—-319.

Viudes de Castro, M., Vicente, J., & Lavara, R. (1999). Effet du nombre de spermatozoides sur
la fertilité de la semence conservée 24 heures chez le lapin. Ann. Zootech, 48, 407-412.

Viudes-de-Castro, M., Mocé, E., Vicente, J., Marco-Jiménez, F., & Lavara, R. (2005). In vitro
evaluation of in vivo fertilizing ability of frozen rabbit semen. Reproduction in Domestic
Animals, 40, 136-140.

32



