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Resumen

El objetivo de este trabajo fue estimar
dosis obtenidas de eyaculados de machos d
y 24h de conservacion en un diluyente com
ias mismas condiciones de conservacion que
culados con un diluyente comercial tipo B (1
conservacion Se realizaron 3,628 IA con dosis
tipo 40 y la misma poblacion de hembras, y 5,779

e la linea Caldes: 1) tipo 10: con 10 x 10° espermatozoides/m|

:5) siendo desconocida la concentracion y sin periodo de

tinto en cada caso, de tipo binario. Los datos se ana
estima de la media de la distribucién marginal posterior (DMP) de F,, menos Fy, fue de -0.13. Este resul-
tado indica un claro efecto de la concentracion sobre la fertilidad, que podria no ser lineal. Las medias

de la DMP de F,, menos F, y Fy menos Fy fueron -0.37
efecto de las condiciones de conservacion sobre la ferti
centracion ya que F, fue muy proxima a ta fertilida

F.o ¥ Fap ¥ @ambas mayores
genotipo x concentracion de la dosis de 1A es practicamente
genéticas fueron similares para Fiyy Fy
la interaccién podria ser de mayor importanci

despreciable debido a que las varianzas
a entre el genotipo y las condiciones de conservacion

palabras clave: Componentes de varianza, Conejo, Efectos del macho, Interaccién genotipo x me
Fertilidad

Summary
Genotype x dose of artificial insemination interaction for buck fertility

The aim of this research was to estimate gene

doses with 10 x 108 spermatozoa/mi and a period of 24 h of storage at 18°C in a saline extender A, 2)
type 49: doses with 40 x 10% spermatozoa/ml and the same storage conditions as type 10. 3) type X,

doses prepared with semen di
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females from the Caldes line in a different farm. Fertility after Al with type 10 doses (F, ), type 40 dos

. {F,,) and .type X doses (F,) was considered as three different binary traits, Data were z;?\.;f yzped underes
three—tr_alt threshold model. The mean of the marginal posterior distribution (MPD) forslg minus F )
was estim;ted. to be -0.13. This result indicates a clear effect of the sperm dosage on ferlcli)!it whicﬁ
could be'no_n-ln_ﬁear The mean of the MPD of F,, minus F, and F,; minus F, were respectivel -(?37 and
023 wh_lch indicates that the effect of the storage conditions on fertility cguid be even morg'im‘ ortant
on fertility than sperm dosage, since F, was very close to fertility after NM and sperm dosageiomc thnis
type of doses was in average lower than 50 x 10° spermatozoa/ml. Heritabilities seem to be similar f
Fio and Fy and both of them could be higher than heritability of male fertility after NMm anori FOr
Vanan;e_of the genotype x sperm dosage interaction was almost negligible since additive varian os
were similar for F,, and F,; and their genetic correlation was close to 1. However, this interaction co&ie;

los parametros genéticos de la fertilidad tras la 1A con 3 tipos de -

ercial tipo A. 2) tipo 40: con 40 x 10° espermatozoides/mly ..
las del tipo 10. 3) tipo X: dosis preparadas tras diluir los eya-~

del tipo 10 sobre hembras cruzadas, 3,027 con dosis del a
con dosis del tipo X sobre hembras puras de la linea . -

Caldes, La fertilidad tras la 1A con dosis del tipo 10 (F,g), 40 (F,g) y X (Fy) fue considerada un caracter dis-
lizaron utilizande un modelo umbral tri-caracter La

y -0.23, respectivamente, lo que indica que el
lidad podria ser mas importante que el de la con- -
d tras la MN y la concentracién del tipo de dosis X

seria en promedio de unos 50 x 105 espermatozoides/ml. Las heredabilidades parecen ser similares para -
que las correspondientes a la fertilidad tras la MN y a F,. La interaccion del .

oY @ que sy correlacion genética fue proxima a 1. Sin embargo,

dio, -

tic parameters of male fertility after Al with three
different types of Al doses obtained from ejaculates of bucks belonging to the Caldes line: 1) type 10: :

luted (1:5) with a saline extender B, but with unknown sperm dosage and

no storage period. 3,628 Al were performed with the type 10 doses using crossbred females, 3,027 with
the type 40 doses and the same population of females, and 5,779 with the type X doses, using purebred "

introduccién

En diversos estudios se ha podido comprobar
que fallos en la fertilizaciéon o en el proceso

‘de embriogénesis son en parte de origen

seminal (SAACHE y col., 2000). Sin embargo,
PILES y col. (2005) estimaron los componentes
de varianza de la fertilidad tras la monta
natural (MN}, definida como éxito o fracaso a

la cubricion, y demostraron que existia varia-

cién genética y ambiental debida a la hem-
b-ra, pero que ésta era practicamente despre-
ciable en el caso del macho de conejo.
Cuando se utiliza la inseminacién artificial
(EA), la fertilidad depende de la calidad y del
numero de espermatozoides de [a dosis
(Colebrander etal, 2003) y se distingue entre
dos grupos de caracteristicas seminales: 1)
com;_nensables, aquellas que dan fugar a dife-
rencias en fertilidad entre machos que des-
aparecen cuando se utilizan elevadas concen-
traciones de espermatozoides en las dosis y
que son debidas a deficiencias en el semen
Que impiden el acceso o la penetracién del

~ espermatozoide al évulo; 2) no compensa-

bles: aquellas que dan lugar a diferencias en
fe__rtllidad entre machos independientes del
fumero de espermatozoides en la dosis, pues
estan relacionados con la incapacidad del

. be more important between the genotype and the storage conditions.

| Key words: Artificial insemination, Fertility, Genotype x sperm dosage interaction, Male effects, Rabbit

espermatozoide para mantener el proceso de
fertilizacion o posterior embriogenesis (Saac-
ke et af, 2000). Es por ello que, la variacion
individual de la fertilidad del macho podria
ser mejor observada en las condiciones de 1A
gue en las de MN, especialmente si ésta se rea-
liza en condiciones limitantes como baja con-
centracion de espermatozoides de la dosis,
pequefia o nula preseleccion de los eyacula-
dos en funcién de las caracteristicas de calidad
seminal o un prolongado periodo de conser-
vacion. Bajo esta hipdtesis, el objetivo de este
trabajo fue estimar los componentes de
varianza de la fertilidad del macho y de la
hembra después de la IA practicada en dife-
rentes condiciones de concentracion y conser-
vacién de las dosis, consideradas comoe carac-
Feres diferentes, y estimar la varianza de la
interaccién entre el genotipo y el tipo de dosis
de IA para conocer si existe variacién genética
individual del efecto del tipo de dosis.

Material y métodos

Los m.achos procedian de la linea Caldes,
seleccionada por velocidad de crecimiento
durante el periodo de engorde. Estos se
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encontraban alojados en jaulas individuales
en la granja experimental situada en Caldes
de Montbui (Barcelona), con un régimen de
iluminacién de 16 hrs luz/dia. Los machos de
IA comenzaban el periodo de entrenamien-
to a la vagina artificial a los 4,5 meses de
vida. Durante un periodo de dos semanas se
recogia 1 eyaculado / macho y semana y pos-
teriormente dos eyaculados / macho y sema-
na. Las hembras pertenecian a dos grupos:
1) hembras procedentes de la linea Caldes
alojadas en la misma granja experimental
que los machos y 2) hembras cruzadas Prat x
V, alojadas en una granja comercial. En
ambos casos las hembras seguian un ritmo
reproductivo semi-intensivo, es decir, la pri-
mera cubricién se realizaba a los 4 meses y
medio de vida y, los ciclos reproductivos pos-

teriores eran de 42 dias. Las inseminaciones

se realizaron utilizando dosis preparadas en
el laboratorio situado junto a la granja
donde se encontraban los animales de la
linea Caldes. Se recogian dos eyaculados por
macho mediante vagina artificial, con un
intervalo de 30 min entre recogidas, Estos se
mantenian en un bafio seco a 37 °C antes de
ser evaluados, no més tarde de 15 minutos
tras su obtencién. Los eyaculados que conte-
nian orina o depdsitos de carbonato calcico
eran eliminados y en el caso de que hubiese
presencia de gel, éste era eliminado del eya-
culado. Posteriormente el semen de ambos
eyaculados era mezclado junto con un dilu-
yente comercial. Se utilizaron 3 tipos de
dosis en funcién de la concentracion, tipo
de diluyente y tiempo de conservacion antes
de su aplicacion: 1) Dosis de concentracion
conocida, con un periodo de conservacion
de 24 hrs. Tras la obtencién de los eyacula-
dos la motilidad individual era medida en
una escala subjetiva de 0 a 5 (ROCA y col,,
2000) y se eliminaban aquellos cuyo valor
era < 2. Después eran diluidos (1:2) en un
diluyente comercial sélido {Cunigel, IMV
Technologies) y la concentracion de esper-
matozoides medida utilizando Nucleocoun-
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ter SP-100 . El pool de cada macho era divi-

dido en dos partes y diluido hasta alcanzar :

la concentracion de 10 x 108 espermatozoi-
des/ml (tipo 10) y 40 x 10° espermatozoi-
des/ml (tipo 40), correspondiendo este ulti-
mo valor a la concentracion utilizada a nivel
comercial con semen de esta linea, que da
lugar a tasas de fertilidad del 75-80 %, en
dosis heteroespérmicas. Las dosis seminales
eran almacenadas en canulas con 0.5 ml de
semen diluido a 18°C, hasta su uso sobre
hembras Prat x V en una granja comercial
situada en Montmajor (Barcelona). 2) Dosis
de concentraciéon desconocida sin ningun
periodo de conservacion (tipo X). El semen
era diluido a razon de 1:5 partes con un
diluyente comercial liquido (Galap). No se
practicaba ninguna evaluacién de las carac-
teristicas seminales, Las inseminaciones se
realizaron sobre hembras de la linea Caldes
con 0.5 ml def semen diluido inmediatamen-
te después de la preparacion de las dosis.
Las hembras, de ambos tipos, eran tratadas
con una aplicacion subcutanea de 12-15 1U
of eCG (FolligonR, Intervet, Holanda) para la
induccion al estro 48h antes de la |A. La ovu-
lacion era inmediatamente inducida des-
pués de la IA por medio de la inyeccidn
intramuscular de 0.02 mg de gonadorelina
(Fertagyl, Intervet internacional B.V. Boox-
meer, Holanda). El diagnostico de gestacion
se realizaba por paipacién abdominal 14
dias después de la IA. Se dispuso de un total
de 12,434 datos de fertilidad: 5,779 como
resultado de la IA con dosis del tipo X {Fy),
3,628 como resultado de la IA con dosis del
tipo 10 (F,,) y 3,027 datos como resuitado
de la |A con dosis del tipo 40 (F,,). Los datos
correspondian a 496 machos (246 produje-
ron dosis del tipo X y 250 produjeron dosis
de los tipos 10 y 40), 2,194 hembras de la
linea Caldes, y 2,527 hembras cruzadas. Los
machos estaban genéticamente relaciona-
dos. El pedigri, referido a los machos, inclufa
1,125 individuos.
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Los resultados de la A tras la palpacion {ges-
tante = 1; no gestante = 0) utilizando los
tres tipos de dosis seminales fueron conside-
rados caracteres diferentes, de tipo binario.
Estos se analizaron mediante un modelo
umbral tri-caracter, utilizando un modelo
mixto para la variable subyacente {/). En
notacién matricial, el modelo empleado
fue: 1=Xp+Zu_ +Zp +Zp +Zp  +e

Donde P es el vector de efectos sistematicos,
u,, es el vector de efectos genéticos aditivos
de macho, p_, v p; son los vectores de efectos
ambientales permanentes de macho y de
hembra, p,,4 €s el vector de efectos ambien-
tales permanentes resultantes de la combi-
nacién de macho y dia de inseminacién, e es
el vector de residuos aleatorios y X, Z,, Z,, Z
y Z, son matrices de incidencia que relacio-
nan la variable subyacente con los efectos
sistematicos, genéticos y ambientales de tipo
permanente. Los efectos sisteméticos inclui-
dos en el medelo fueron: i) el estado fisiols-
gico de la hembra (phs}, con 3 niveles: 1 para
hembras nuliparas, 2 para hembras multipa-
ras lactantes en el momento de la cubricién,
y 3 para hembras multiparas no lactantes el
dia de cubricién; ii) el afio-estacion (ae), defi-
nido en intervalos de 3 meses desde junio de
2003 hasta diciembre de 2,007 en el caso de
Fy (19 niveles) y de 14 dias desde noviembre
de 2,006 hasta julio de 2,007en el caso de F,,
Y Fao (19 niveles ).

Dados f, u,, by, pm v pr, los elementos del
vector | son condicionalmente independien-
tes y se distribuyen como:

Hpu ,u,p .p,R-N

[Xﬁ + Zlum + le . T Z3pf + Z4pm|1’ I®R)

1 00

siendo R={¢ 1 o] ia matriz de varianzas-
0 0 1]

- covarianzas. El umbral y las varianzas resi-

duales fueron fijados a 0 y 1 respectivamen-
te. Las cbservaciones {éxito o fracaso a la
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cubricién) son condicionalmente indepen-
dientes dados los parametros del modelo, de
manera que la distribuciéon condicional de los
datos dados los pardmetros se puede escribir,
siguiendo a Sorensen et al, (1995), como:

P(YH-)':“, ’Pmpfspmd>l=G}=
:l{p(]i B O}I(Y. = l)+P(1g SO)I(yi = 0]}

donde y={yi} (i=1,2,...,n) denota el vector de
observaciones y |, = i) € una funcién indi-

- cadora que toma €l valor de 1 si la respues-

ta pertenece a la categoria j y 0 en caso con-
trario. Se adoptd la metodologia bayesiana
para la inferencia. La distribucién posterior
conjunta de todos los parametros fue:

p(ﬁ’um’pm’p[’pmd’l! G= Pi:!Pl"Pmd Iy) &«
plEiB.u,.p,. P, P %08, | GIxp(G)xplp,, | B, )xp(P.)x
xplp, 1P )x plP, )x

%D(p oo 1 B, )% (B, )x 2 Tfo0L > O)ify, = 1)+ pl1, = 0)ily, = 0}}

Siendo G la matriz simétrica de componen-
tes de (co)varianza genéticos aditivosy P y
P. son las matrices de (co)varianzas de efec-
tos ambientales permanentes de macho y
de hembra, respectivamente:

2

(8] (o] .
Yo Hago Usay Uiy 19 L s
2
G={o ;
Uwaa Uaso L GUmJ‘.I Uax |?
2
G
Un x Uuse Ounx Yy ap 0“!:)(
5
&
P 10 Bai 10 P 4o 0
P 2 -
l Par 4n Fo 19 Gh ar 0 *
2
0 0 [y
= b
5
o 4]
P e < 0
Y
B =lc
f Pran Prae U;fm 0 ?
5
0 0 T
Prx
s _
Pad 16 O ptsotit 0
2
P.=lc
wd Paa 40 Pad 10 van @ 0
2
G Y a

P X

Se consideraron las siguientes distribuciones
a priori de los pardmetros:

plB)~ U(-3.5); plu, |G}~ N{0,A®G}, plp, P, )~
- N(O, I@P.])s p{Pf EPf)"' N{O’ I®Pr)= P(p::a |P:.a) -
- N{p, 1P ,)
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donde A es la matriz de relaciones de paren-
tesco. Se asignaron priors uniformes acota-
dos a los elementos de las matrices G, P, P
y P_.. Se utilizo el algoritmo de muestreo de
Gibbs para aproximar las distribuciones mar-
ginales posteriores de las variables de interés.
Las distribuciones condicionales de cada uno
de los parametros del modelo necesarias
para la implementacién del mismo pueden
encontrarse en Sorensen et al. (1995). Para el
anélisis se obtuvo 1 cadena de 1.000.000 de
iteraciones. Las primeras 325.000 iteraciones
fueron desechadas, y 1 de cada 25 muestras
fueron guardadas. La varianza de muestreo
de las cadenas fue obtenida calculando el
error de Monte Carlo {(Geyer, 1992). Los esta-
disticos de las distribuciones marginales pos-
teriores (DMP) se calcularon directamente de
las muestras guardadas. La DMP de la varian-
za de la interaccion genotipo x tipo de dosis
fue estimada a partir de las muestras de los
componentes de varianza aplicando la
expresion (Mathur, 2002).

E]
o

1
P =E(U"" ~0g, ) +0,0,,{1-1,)

Resultados y discusion

La concentracién del eyaculado en machos
de la linea Caldes, estimada en un trabajo
anterior, fue de 245.35x106 espermatozoi-
des/mi (Garcfa-Tomas y col., 2006). Dado que
el ratio de dilucién de los eyaculados utiliza-
dos en la IA con dosis tipo X era de 1.5, la
concentracion de estas dosis seria en prome-
dio 50 x10% espermatozoides/ml. Por otra
parte, la fertilidad en esta linea tras la MN
era de 80.5% (Piles et a/,, 2005) mientras
que en este trabajo, practicando la |A con
los 3 tipos de dosis (10, 40 y X) las medias
crudas de F.g, F,q v Fy, fueron 46%, 59% y
75%, respectivamente y las medias estima-
das de las DMP de F.,-Fyq FigFy ¥ Fhe-Fy fue-
ron -0.13, -0.37 y -0.23 respectivamente. En
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conjunto, estos resultados indican un claro
efecto de la concentracion sobre la fertili-
dad y también un importante efecto del
tiempo y las condiciones de conservacion. Si
se asume que no existen diferencias en la
fertilidad entre hembras puras y cruzadas,
parece gue un incremento en 30 %108 esper-
matozoides/ml no es suficientemente eleva-
do, cuando se usan dosis homospérmicas
conservadas 24h a 18°C, para compensar las
deficiencias en las caracteristicas de los
espermatozoides que impiden su acceso al
ovulo o su capacidad para iniciar el proceso
de fecundacién. La comparacion de la tasa
de fertilidad de la misma poblacién de hem-
bras en MN y en IA con dosis de tipo X,
sugieren que existe un efecto de la concen-
tracion sobre ésta, que podria ser de tipo no
lineal, pero que el tiempo y las condiciones
de conservacion de las dosis seminales
podrian tener un efecto mucho mayor. A
pesar de la imprecisién en las estimas (tabla
1), las heredabilidades de F,; y F,, parecen
ser iguales y estas dos podrian ser superiores
a la heredabilidad de F, pues el valor mini-
mo en el intervalo que contiene el 95% de
la densidad de la distribucién marginal pos-
terior de este parametro para los dos prime-
ros caracteres practicamente coincide con la
media de dicha distribucién para Fy. A su
vez la heredabilidad de Fy tendria un valor
proximo al valor estimado en esta misma
poblacién de machos para la fertilidad tras
la MN {p.m.: 0.013 p.s.d.: 0.006; Piles et al,
2005). Estos resultados sugieren que la
variacion genética tras la MN y la IA con
dosis de elevada concentracion de esperma-

tozoides y no sometidas a un periodo de :

conservacion superior a 30 min, seria debida
principalmente a variacién genetica indivi-
dual en las caracteristicas seminales cuyo

efecto no puede ser compensado con una

elevada concentracion de espermatozoides,
puesto que se encuentra asociado con la
incapacidad del espermatozoide para man-
tener el proceso de fertilizacién y posterior
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embriogénesis. Sin embargo, la variacién
genética tras la 1A con dosis de baja concen-
tracidn conservadas un cierto tiempo, esta-
ria determinada por cualquier tipo de carac-
teristica seminal con efecto sobre la
fertilidad (compensable y no compensable)
y también por una posible variaciéon genéti-
ca individual en la estabilidad de dichas
caracteristicas tras la conservacion en deter-
minados diluyentes. La interaccién genotipo
x tipo de dosis (figura 1) fue practicamente
despreciable (<6% de la media de la varian-
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za aditiva) para los tipos de dosis 10 y 40.
Esto se debe a que las varianzas geneticas

del macho parecen ser practicamente igua- -

les para F, y Fu v la correlacion genética

entre ambos caracteres parece ser alta y -
positiva. Esto significa que, probablemente,
los mismos genes afectan a F,jy a F,y v, asi;
las respuestas a la seleccion para aumentar”
la fertilidad del macho que podrian ser -
obtenidas después de la |A -dentro de este
rango de concentracién de espermatozoi-
des- serian las mismas, y también que la pro--
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Figura 1. Histograma de frecuencias y estima de la distribucién marginal de la varianza de la
interaccién entre el genotipo del macho y el tipo de dosis: dosis conservadas 24 hrs a 18 °C con 10 x

108 espermatozoides/m! (10) y con 40 x 108 espermatozoides/ml (40), y dosis sin ningun periodo de -

conservacion y concentracion desconocida (X).

Figure 1. Histogram of frequencies and estimated marginal posterior distribution of the variance of

the interaction among the male genotype and the type of the doses of Al: doses stored for 24 hrs at '

18°C with a sperm concentration of 10 x 10° spermatozoa/m/ (10) and 40 x 10¢ spermatozoalmi (40},
and doses used without any conservation period and unknown sperm concentration (X}
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porciéﬂ de respuesta seleccionando por un
caracter, que podria ser esperada para el
atro caracter —como respuesta correlaciona-
da- seria elevada. Sin embargo, la interac-
cién genotipo x tipo de dosis podria ser algo
mayor entre los tipos de dosis 10y X, y 40y
% Esto se debe probablemente a que la
rianza genética debida al macho fue
superior para F,, y F,, que para Fx, y a que [a
“correlacidn genética entre estos caracteres
podria diferir de 1, aunque no podemos
hacer una afirmacién al respecto dada la
“gran imprecision en las estimas de las corre-
laciones genéticas debidas al bajo valor de
“'|la heredabilidad para estos caracteres, espe-
cialmente F,. Asi pues se desconoce si algu-
rios genes que afectan a la fertilidad tras la
A con dosis aplicadas inmediatamente des-
‘pués de su preparacién no tienen efecto
sobre este mismo caracter tras la |A con
dosis conservadas o bien, si algunos genes
que tienen un efecto positivo en unas con-
diciones de IA pudieran tener un efecto
negativo en otro. Sin embargo, si podria
“haber diferencias en la escala de los efectos
de los genes en funcién del periodo de con-
servacion.

De estos resultados se deduce que, dentro del
rango de concentraciones estudiado, la selec-
cién para mejorar la fertilidad del macho tras
- la inseminacion artificial con semen conserva-
~-do a 18°C durante 24h, podria ser realizada a
:’cualquier concentracion de [as dosis semina-
les, y podria haber mayor respuesta que con
la seleccidn por fertilidad del macho tras la
:MN o la IA con dosis no conservadas. Por
-otro lado, aungue existe un marcado efecto
“de fa concentracién sobre la fertilidad del
- macho, la variacién genética individual de
- este efecto es practicamente despreciable y
‘por tanto, probablemente no existe varia-
. Cidn genética individual del efecto de las
© Caracteristicas seminales compensables como
Un conjunto sobre la fertilidad tras la [A. Sin
- embargo, si podria existir variacion genética
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individual en la estabilidad de las caracteris-
ticas seminales tras la conservacion del
semen por un determinado periodo y en
determinadas condiciones. Asi, si se quiere
mejorar la fertilidad del macho a través de
la seleccion indirecta por las caracteristicas
de calidad seminal, parece recomendable
hacerlo evaluando los eyaculados tras un
cierio periodo de conservacion. S no impor-
ta o no hay limitaciones en la concentracion
de la dosis, el criterio de seleccidn seria uno
o varios de los caracteres de tipo no-com-
pensable, pero si el objetivo es ademas opti-
mizar el uso de los eyaculados para obtener
un elevado numerc de dosis de IA, el criterio
de seleccién deberia ser uno o varios de [os
caracteres de tipo compensables o de ambos
tipos.
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