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ENTRADA EN PUBERTAD Y FERTILIDAD DE NOVILLAS PARDA DE MONTANA Y
PIRENAICA SOMETIDAS A DISTINTOS RITMOS DE CRECIMIENTO DURANTE LA
RECRIA

Rodriguez-Sanchez, J.A., Sanz, A., Ferrer J., Casasus, I.
Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria del Gobierno de Aragon.
Avda. Montafana 930, 50059 Zaragoza. jarodriguezs@aragon.es

INTRODUCCION

En Espafa, segun datos oficiales del MAGRAMA (2014), en torno al 50% de las novillas
tienen su primer parto con mas de tres afos. Esto es debido, en parte, a la creencia de que
un primer parto mas temprano tiene consecuencias negativas tanto para el crecimiento de la
novilla como para su futuro rendimiento productivo y reproductivo. Sin embargo, seria
necesario adelantar el primer parto para reducir el tiempo improductivo de las vacas, puesto
que la productividad en vacuno de carne depende en gran medida de su vida util. Esta
comienza con el inicio de la pubertad, que depende tanto de factores genéticos, como la
raza (siendo las razas carnicas menos precoces que las lecheras) como ambientales
(especialmente la nutricion, que condiciona el crecimiento). Desde el destete hasta la
primera cubricion (periodo de recria) las novillas deberian tener un manejo nutricional
diferente al resto del rebafo, que les permita llegar puberes al inicio de la época de
cubricién, para mejorar su fertilidad en la primera cubricién y adelantar asi el primer parto.

El objetivo de este ensayo fue analizar el efecto de dos ritmos de crecimiento durante la
recria (0,7 vs. 1,0 kg/d), asi como el efecto de la raza (Parda de Montafa vs. Pirenaica),
sobre la entrada en pubertad y la fertilidad obtenida con inseminacion artificial a tiempo fijo a
los 15 meses de edad.

MATERIAL Y METODOS
Se utilizaron 13 terneras de raza Parda de Montafa (Parda) y 12 de raza Pirenaica nacidas
en otofio de 2010. El ensayo se desarrollé en las instalaciones del CITA en Montafiana
(Zaragoza) desde el destete de las terneras (6 meses) hasta el final de la época de cubricién
(18 meses). Durante la fase de lactacién previa al ensayo todas las terneras se alimentaron
de la leche de sus madres y de un preparado comercial de arranque suministrado ad libitum.
Este manejo permitié a las terneras tener una ganancia media diaria (GMD) de 1,036 *
0,073 kg, con la que se alcanzé un peso vivo (PV) al destete similar en ambas razas (247,1
vs. 228,8 kg PV en Parda y Pirenaica, respectivamente, NS). Las terneras de cada raza se
dividieron en dos lotes homogéneos en PV para aplicar dos objetivos de crecimiento (0,7 vs.
1,0 kg/d para Bajo y Alto, respectivamente) a lo largo de los nueve meses de recria (6-15
meses) (lotes: Parda-Bajo, Parda-Alto, Pirenaica-Bajo y Pirenaica-Alto). Durante el ensayo,
todas las novillas recibieron heno de alfalfa ad libitum y, para conseguir el crecimiento
objetivo, 6 y 12 g de pienso de crecimiento/kg PV para los lotes Bajo y Alto,
respectivamente.
Las novillas se pesaron semanalmente durante todo el ensayo y la GMD se estimd por
regresion lineal del peso sobre la fecha. Se tomaron muestras semanales de sangre para
determinar la concentracion plasmatica de progesterona mediante enzimoinmunoensayo
(Ridgeway Science, Reino Unido) y asi estimar el inicio de pubertad. Se consider6é que una
novilla entraba en pubertad cuando su nivel de progesterona en sangre era superior a 1
ng/ml en dos muestras consecutivas.
A los 15 meses se inici6 una sincronizacion de celos mediante una combinacién de
progestagenos (espiral intravaginal: PRID; CEVA, Espafia), GnRH (Busol; INVESA,
Espafia), prostaglandina F,. (Enzaprost, CEVA, Espafia) y eCG (Foligon, MSD, Espafa),
para realizar 14 dias mas tarde a la inseminacioén artificial a tiempo fijo. A partir de esta
inseminacion, y durante los tres meses que dur6 la época de cubricion, se mantuvo una
observacion visual de las novillas dos veces al dia para detectar el celo en las no
fecundadas y proceder de nuevo a su inseminacion. Un mes después de finalizar la época
de cubricion se llevé a cabo un diagndstico de gestacion para determinar la fertilidad
obtenida a lo largo de la cubricion.
Se realizaron analisis de varianza (PROC GLM) con los niveles de crecimiento establecidos
durante la fase de recria, la raza y su interaccion como efectos fijos, no siendo esta ultima
significativa. Se presentan los valores medios de cada tratamiento, el error estandar de la
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media (e.e.m.) y las diferencias entre medias establecidas mediante el test de Fisher
(P<0,05). La fertilidad se analizé6 mediante una prueba chi’ (PROC FREQ).

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Tabla 1 se puede ver como el peso de las novillas al inicio de la pubertad no se vio
significativamente afectado por la raza ni por el manejo al que fueron sometidas durante la
recria (323 + 38 kg PV), resultando un peso proximo a los descritos por Revilla et al. (1992)
para ambas razas. Teniendo en cuenta que las dos razas presentan un peso adulto cercano
a los 580 kg (Casasus et al., 2002), la pubertad se alcanzé con un 55,7% de este peso
adulto. Estos resultados confirmarian que la pubertad se alcanza a un peso critico (en torno
al 55% del PV adulto) para cada raza (Freetly et al., 2011).
En el presente ensayo, la edad a la pubertad no estuvo significativamente influida por la
GMD mostrada por las novillas desde el destete. Este resultado contrasta con estudios
anteriores realizados por nuestro equipo (Rodriguez-Sanchez et al., 2013), en los que se
encontré6 una influencia clara del crecimiento en recria sobre la edad de entrada en
pubertad. Sin embargo, confirmarian otros estudios (Cardoso et al., 2014) que consideran
menos relevante el crecimiento de las terneras tras el destete que el observado en la fase
de lactacion, que por el manejo seguido en este ensayo fue mayor que el habitual en ambas
razas (Villalba et al., 2000).
La raza influy6 significativamente en la edad a la pubertad (9,0 vs. 10,7 meses en Parda y
Pirenaica respectivamente, P<0,05), siendo mas precoces las novillas de raza Parda que las
Pirenaicas, como describieron Revilla et al. (1989) y Olleta et al. (1991), lo cual podria
deberse al pasado lechero de las primeras como raza de doble aptitud. Dichos autores
registraron unas edades a la pubertad muy superiores a las aqui descritas, posiblemente
debido a un menor crecimiento tanto en lactacion como en recria.
El 96% de las novillas se encontraban puberes 70 dias antes del inicio del protocolo de
sincronizacién (Tabla 1). De este modo, se cumpli6 ampliamente uno de los objetivos
principales de la recria descrito por Gasser (2013), que las novillas estén puberes 30-45
dias antes del inicio de la cubricion, puesto que se ha observado que la fertilidad aumenta
hasta un 21% del primer al tercer celo de las novillas (Perry, 2012).
El peso a la primera inseminacion estuvo influido por el manejo recibido durante la recria
(413,9 vs. 467,2 kg PV, para Bajo y Alto, respectivamente, P<0,05), aunque como se puede
ver en la Tabla 1 estas diferencias fueron debidas al menor peso registrado por las novillas
Pirenaica-Bajo respecto al resto de lotes. A pesar de que las novillas Pirenaica-Bajo eran
mas ligeras al inicio de la cubricion, la media de dicho lote superaba el 65% del peso adulto
(377 kg en ambas razas) propuesto por Gasser (2013) como peso minimo para que las
novillas sean cubiertas. A medida que avanzé la época de cubricion, el lote Pirenaica-Bajo
redujo las diferencias de peso con el resto de lotes y en el momento de la inseminacién
fecundante el peso de este lote solo fue significativamente inferior al presentado por las
novillas Parda-Alto.
Puesto que el protocolo de sincronizacion comenzé a los 15 meses en todos los lotes, la
edad a la primera inseminacion artificial fue similar en todos ellos. Al no haber diferencias
significativas en el nimero de inseminaciones necesarias para alcanzar la gestacion, la
edad a la inseminacion fecundante fue similar en todas las novillas.
La fertilidad (92%) no se vio afectada por el ritmo de crecimiento en recria ni por la raza,
quedando sélo dos novillas vacias al final de la cubricion (una del lote Parda-Alto, otra del
Pirenaica-Alto).
De estos resultados preliminares se puede concluir que las novillas de raza Parda fueron
mas precoces que las de raza Pirenaica, a pesar de que alcanzaron la pubertad con un peso
similar. Si en lactacién se aseguran ritmos de crecimiento cercanos a 1 kg/d, distintos ritmos
de crecimiento en la recria no deberian influir en la edad de inicio de pubertad en ninguna de
las dos razas. El niumero de inseminaciones necesarias y la fertilidad no se vieron afectadas
por el ritmo de crecimiento impuesto durante la recria ni por la raza. Esto confirmaria que en
ambas razas seria viable adelantar la primera cubricién a los 15 meses de edad. Este
adelanto reduciria el periodo improductivo de las novillas y permitiria aumentar el nimero de
terneros obtenidos por vaca a lo largo de su vida productiva. En todo caso, sera necesario
estudiar las repercusiones de este adelanto de la cubricién sobre el tamafio adulto que
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alcancen las novillas y los posibles problemas de distocias, tanto en el primer parto como en
los posteriores.
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Tabla 1. Efecto del ritmo de crecimiento en recria y la raza sobre la entrada en pubertad y la
fertilidad de novillas con inseminacion artificial a tiempo fijo a 15 meses.

Raza Parda Pirenaica e.e.m Recria Raza
Crecimiento en recria Bajo Alto Bajo Alto o

GMD, kg 0,893% 1,101° 0,622° 1,032 0,09 ** NS
Peso a la pubertad, kg 335,3 307,0 3156 334,11 15,68 NS NS
Edad a la pubertad, m 9,7% 8,4° 11,2 10,3 0,62 NS *
% Peso Adulto 58 53 54 58 0,03 NS NS
Peso 12 1A, kg 438,7%® 47797 389,2° 456,5 22,08 * NS
Edad 12 1A, m 15,7 15,7 15,8 15,8 0,14 NS NS
Peso IA fecundante, kg 4467 484,88  394,0° 4582% 2445 * NS
Edad IA fecundante, m 16,6 16,5 16,5 16,2 0,38 NS NS
n° IA necesarias 2,0 1,8 1,5 1,4 0,32 NS NS
Fertilidad 6/6 6/7 6/6 5/6 NS NS

NS: P>0,05; *: P<0,05; **: P<0,01

Letras distintas en una misma linea indican diferencias significativas (P<0,05)

Crecimientos esperados en recria: Bajo (0,7 kgl/d); Alto (1,0 kgld)

GMD: Ganancia Media Diaria desde el destete al inicio de la pubertad; IA: Inseminacién
Artificial

ONSET OF PUBERTY AND FERTILITY RATE IN PARDA DE MONTANA AND
PIRENAICA HEIFERS WITH DIFFERENT GROWTH RATES IN THE REARING PERIOD

ABSTRACT: This study analysed the effects of heifer breed and growth rate during the
rearing period on the onset of puberty and fertility at fixed-time artificial insemination (FTAI)
at 15 months. Twelve Parda de Montafia and 13 Pirenaica heifers, born in autumn, were
assigned to two growth rates during the rearing period (6-15 months: 0.7 vs 1.0 kg/d in Low
and High, respectively). The age at onset of puberty was affected by breed (9.0 vs. 10.7
months in Parda de Montafia and Pirenaica, P<0.05). No differences were found in the age
at conception (16.4 months) or fertility rate (92%) for any of the main effects. These
preliminary results would confirm the feasibility of advancing the first service to 15 months of
age in both breeds, provided adult size and calving ease are not impaired at first and
subsequent calvings.

Keywords: breed, FTAI, replacement, reproductive performance.
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INTERVALO ENTRE PARTOS, CONDICION CORPORAL AL PARTO Y DURACION DE
LA LACTACION DE VACAS EXPLOTADAS BAJO PARIDERA CONTINUA EN EL
ECOSISTEMA DE LA DEHESA: FACTORES DE VARIACION
Daza, A
Departamento de Produccion Agraria (Unidad de Produccién Animal)

Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agrondmica, Alimentaria y de Biosistemas
Universidad Politécnica de Madrid. argimiro.daza@upm.es

INTRODUCCION

En las explotaciones de vacas de cria en el ecosistema de la Dehesa la fertilidad es la
variable econébmica mas relevante. Se asume que cuando el manejo de la reproduccion
observa parideras continuas el intervalo entre partos (IEP) evalia adecuadamente la
fertilidad. El IEP es una variable en la que influye un conjunto muy amplio de factores: tipo
genético, edad de la vaca, condicién corporal a parto (CCP), época de parto, alimentacion,
sexo y tipo genético del ternero, edad al destete, ganaderia, afio, estado sanitario, etc
(Daza, 2014). En el marco de la gestion técnico-econémica de las ganaderias de vacas de
cria productoras de terneros al destete reviste especial interés para los ganaderos conocer
el efecto y el alcance de los precitados factores con el fin optimizar la productividad y el
rendimiento econdmico de las explotaciones. En el presente trabajo descriptivo se estudia la
influencia de algunas de las precitadas variables sobre el IEP vy, adicionalmente, se
consideran los factores de variacién que influyen en la condiciéon corporal de las vacas al
parto y en la duracién de la lactacion.

MATERIAL Y METODOS

Se han controlado 645 partos, 619 destetes y 547 intervalos entre partos que transcurrieron
durante 12 afios ganaderos consecutivos (uno de octubre de 2000 hasta 30 de septiembre
de 2012), de 97 vacas (8 Retintas y 91 cruzadas Charolés x Retinta), servidas por toros
Limusin y Charolés, en una explotacion de vacas de cria situada en el término municipal de
Casar de Caceres (Caceres). El rebafio se desenvuelve en tres cercados proximos bajo
paridera continua y una carga ganadera aproximada, en cada uno de ellos, de 0,38 vacas
tipo/ha. La edad al destete de los terneros fluctué entre 5 y 8 meses segun el mes de
nacimiento. El rebafio se suplement6 con concentrado, administrado en el suelo en forma de
tacos, segun disponibilidades coyunturales de pasto y estado fisiolégico de las vacas, desde
primeros de julio hasta finales de febrero. La CCP se determin6 mediante una escala
subjetiva desde 1 a 3 puntos inspirada en la de Agabriel et al. (1996) utilizada para la raza
Charolesa Se control6 asi mismo la suplementacion de las vacas segun mes de parto
durante los ultimos tres afios experimentales. Los datos recabados se han estudiado
mediante analisis de varianza, covarianza y regresion simple utilizando el paquete
estadistico SPSS-16.

RESULTADOS Y DISCUSION

El valor medio del IEP fue de 392,6 dias (sem = 8,91), inferior al observado por Daza y
Gonzalez (1997), en vacas del mismo tipo genético (404 dias) bajo paridera continua, y por
Lopez de Torre et al (1989) en vacas Retintas (428 dias) y Charolés x Retinta (413 dias)
sometidas a paridera concentrada de otofio—invierno en la Dehesa extremefa.

En el IEP no tuvieron influencia significativa el tipo genético de la vaca (Retinta vs Charolés
x Retinta), el cercado, el mes del parto, el sexo y el tipo genético del ternero amamantado
[(Charolés x Retinto), Charolés x (Charolés x Retinto) y Limusin x (Charolés x Retinto)], el
afio y la CCP. La edad de los terneros al destete, introducida en el modelo estadistico como
covarible tampoco tuvo influencia significativa sobre el IEP. Sin embargo, como cabia
esperar, el efecto vaca y el orden de parto afectaron significativamente (P<0,05) al IEP. Las
vacas primiparas y las viejas de mas de 10 partos tuvieron IEP significativamente mas
largos que las vacas de segundo a sexto parto (Tabla 1) resultados acordes con los
obtenidos en vacas de los mismos tipos genéticos por Daza y Gonzalez (1997). La mayor
duracién del IEP en novillas se explica por una mayor frecuencia de partos dificiles y por sus
mayores exigencias nutritivas en el primer ciclo reproductivo (Osoro, 1986), mientras que en
las vacas viejas la pérdida de habilidad en el pastoreo conduce a una reduccion de la
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condicién corporal al parto y, como consecuencia, a un aumento del IEP. En la Tabla 1
también puede observarse como la CCP se reduce significativamente en vacas de nueve y
mas partos, resultado que puede explicar el aumento significativo del IEP de las vacas
viejas. El tipo genético de la vaca, el cercado, el mes del parto y el tipo genético del ternero
también tuvieron influencia significativa sobre la CCP. Las vacas cruzadas Charolés x
Retinta tuvieron mayor CCP que las Retintas (2,03 vs 1,19). Las vacas del cercado mas
pequefio tuvieron mayor CCP que las de los cercados mas grandes y las reproductoras que
gestaron terneros Charolés x (Charolés x Retinta) o Limusin x (Charolés x Retinta) tuvieron
una CCP menor que las que gestaron terneros Charolés x Retinta 1,52, 1,73 y 2,12
respectivamente). La CCP, segun mes de parto, estuvo muy relacionada con las
disponibilidades de pasto en los tres ultimos meses de gestacion y la relaciéon entre la CCP y
mes del parto (MP) respondi6é a una funcién cuadratica de estructura: CCP = 0,41 + 0,57
MP — 0,042 MP? (R? = 0,47, n = 645, P <0,0001)

Tabla 1. Efecto del orden de parto (OP) sobre el IEP y la CCP de vacas Retintas y Charolés
X Retinta en el ecosistema de la Dehesa.

OP n IEP (dias) n CCP (1)
1 99 428,3° 99 1,672
2 88 392,8° 98 1,742
3 73 369,3¢ 88 1,802
4 61 365,8¢ 73 1,672
5 47 361,1¢ 61 1,782
6 41 360,3¢ 47 1,69°
7 34 397,8™ 41 1,778
8 28 416,5%° 34 1,682
9 21 388,5% 28 1,38°
>10 55 425,6%° 76 0,92¢
sem - 8,9 - 0,07
P< - 0,0001 - 0,0001

n =n° de observaciones. (1) escala de 1 a 3 puntos de menor a mayor CCP.sem = error estandar de la media.
Medias con distintos superindices difieren P <0,05.

Tabla 2 Efecto del mes del parto en la edad al destete (ED) y en la suplementacién media
de los dltimos tres afios de las vacas con concentrado.

Mes n ED (dias) Meses de suplementacion kg de concentr/vacay aino
enero 81 167,5" octubre-febrero 417,3%
febrero 74 187,39 julio y octubre-febrero 489,7%
marzo 51  202,9% julio-febrero 705,0°
abril 41 2234% julio-febrero 731,1%°
mayo 62 2302 julio-febrero 766,2°
junio 48 218,3% julio-febrero 764,02
julio 54 233? julio-febrero 772,3°
agosto 21  217,9° julio-febrero 737,0%°
septiem 38 2136 julio-febrero 761,3%®
octubre 30 206,6° agosto-febrero 568,7°
noviem 31 191,8¢ septiembre -febrero 471,7%
diciem 88 193,4°9 octubre-febrero 372,09
sem - 415 - 19,3
P< - 0,0001 - 0,0001

n = n° de observaciones. sem = error estandar de la media. Medias con distintos superindices difieren P <0,05.

De otra parte, la paridera continua en la Dehesa genera que el tiempo de amamantamiento
de los terneros sea significativamente variable segin mes del parto (Tabla 2) si se pretende
lograr que el peso de los terneros al destete esté comprendido entre 200 y 300 kg, tal como
exigen los cebaderos compradores. Asi, de la Tabla 2 puede colegirse como los terneros
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nacidos desde abril hasta agosto necesitaron mas tiempo de amamantamiento que los
nacidos desde diciembre a febrero para alcanzar pesos comercialmente adecuados al
destete. También puede observarse, en la precitada tabla, como la suplementacion
alimenticia es especialmente importante en las vacas que paren desde marzo a septiembre,
suponiendo alrededor del 30% de las necesidades energéticas anuales de la vaca tipo
(INRA, 2007).

Los resultados obtenidos sugieren, de una parte, una reflexion sobre el abandono de la
paridera continua debido a su mayor coste de produccion, y de otra la reduccién de la edad
de eliminacion de las vacas, ya que las excesivamente viejas, claramente, pierden habilidad
de pastoreo disminuyendo, como consecuencia, su CCP y aumentando el IEP.
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cuya valiosa colaboracién no hubiera sido posible este trabajo.
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CALVING INTERVALS, BODY CONDITION AT CALVING AND LACTATION LENGTH OF
COWS REARED UNDER CONTINUOUS CALVING IN DEHESA ECOSYSTEM:
VARIATION FACTORS

Five-hundred and forty seven calving intervals (Cl), 645 calvings and 619 weanings from 8
Retinta cows and 89 crossbreed (Charolais x Retinta) cows in a farm in dehesa ecosystem
with continuous calving were controlled. The cows were located in three fences The stocking
rate in all fences of the farm was 0,38 cows/ha. The average Cl was 392.6 days. Cow breed,
the fence, month of calving, gender and breed of calf, year of calving, body condition score at
calving and lactation duration had not significant effect on Cl. However, cow and calving
order affected significantly (P< 0.05) at Cl. The CI according to the parity number were:
428.3, 392.8, 369.3, 365.8, 361.1, 360,3, 397.8, 416.5, 388.5 and 425.6 days from the 1st to
the 10th and following respectively. Cow breed, the fence, month of calving and breed of calf
had significant influence (P<0.05) on body condition at calving. The month of calving affected
significantly (P<0.05) at the weaning age of calves It is concluded that continuous calving in
dehesa ecosystem is not interesting for producers. A reduction of culling age of cows can be
advisable to decrease the CI.

Keywords: Dehesa cows, calving intervals, body condition, weaning age
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EFECTO DE DIVERSOS FACTORES DE EXPLOTACION SOBRE EL INTERVALO ENTRE
PARTOS DE VACAS DE RAZA BERRENDA EN NEGRO
Alvarez, S., Palacios, C. y Sanchez-Ocafia. A.
Area de Produccion Animal. Universidad de Salamanca.
Filiberto Villalobos 119, 37007 Salamanca. salvarez@usal.es

INTRODUCCION

La raza bovina Berrenda en negro es una raza de produccion extensiva, calificada como en
peligro de extincién por el MAGRAMA con pocas referencias sobre sus caracteristicas
reproductivas comparadas (Porras y Ojeda, 2000). Aunque tiene una distribuciéon nacional,
el numero de efectivos en el Libro Genealdgico es de 1903 hembras reproductoras en 95
ganaderias en toda Espana (MAGRAMA 2015). Como en todas las razas de carne, la
fertilidad es un factor fundamental en la rentabilidad de esta produccion. Hay diversos
factores que influyen en la fertilidad de las vacas de aptitud carnica en régimen extensivo
(Osoro, 1986; Daza y Gonzalez, 1997). En este trabajo, se analiza la fertilidad medida de las
vacas a través del intervalo entre partos, analizando la influencia que sobre este parametro
pueden tener la edad de la vaca, el afio y la estacion en el momento del parto.

MATERIAL Y METODOS

Se han analizado 173 intervalos entre partos de 90 vacas, pertenecientes a una ganaderia
situada en la provincia de Caceres, a lo largo de 4 afos. La paridera se distribuye a lo largo
de todo el afio. Los animales se alimentan del pasto natural (con una carga ganadera de 0,6
UGM/ha), y reciben alimentacion suplementaria en épocas de escasez, especialmente en
verano e invierno, basada en heno de alfalfa o bien otros alimentos forrajeros (en torno a 6-8
kg/vaca/dia) y pienso comercial (2 kg/vaca/dia, salvo en los dos primeros meses de la
lactacion que se les administran 3 kg/vaca/dia). La primera cubricién es tardia, con una edad
23 meses, de manera que el primer parto se da en torno a los 32 meses. Se han recogido
los datos de partos sobre el libro de explotacién de la ganaderia participante, registrando el
numero y edad de la madre, fecha de parto, niumero y sexo del ternero.

Se han analizado los intervalos entre partos mediante analisis de varianza con el
procedimiento GLM del programa estadistico Statgraphics Plus 2.1, dentro de un modelo
que incluye como efectos fijos, el afio (2010-2011 con n=41 partos, 2011-2012 con n=40
partos, 2012-2013 con n=46 partos y 2013-2014 con n=46 partos), la edad de la vaca
(considerando tres grupos: de 3 a 4 afios con N=56 partos, de 5 a 10 afios con N=98 partos
y mas de 10 con n=16 partos), y la influencia de la estacion del afio, agrupando los datos en
cuatro grupos, (invierno con n=50 partos, primavera con n=50 partos, verano con N=16
partos y otofio con n=56 partos).

RESULTADOS Y DISCUSION

El intervalo medio (+S.E.) obtenido es de 425,14 (+12,63) dias. Respecto a otras razas que
se explotan en condiciones similares, es superior al obtenido para moruchas (390) o
Moruchas cruzadas con Charoles (397) (Alvarez y Palacios, 2013), al recogido por Daza y
Gonzalez (1997) para Retinta (414 dias) y también al que obtienen Porras y Ojeda (2000)
para Berrendo en Colorado (414 dias). Lo mismo ocurre si la comparamos con los datos
obtenidos con la raza Asturiana de los Valles (378 dias) y de la Asturiana de Montafia (389
dias) (Roman, 2014).

Hemos encontrado valores superiores, en cambio, en las vacas de doble aptitud del Estado
de Veracruz, en México (474 dias) (Arellano et al., 2006) e inferiores a las referencias de las
criollas colombianas (Alfonso et al., 2007). Muy proximos quedan los intervalos entre partos
de las vacas de doble propdsito del Estado de Yucatan en México (427 dias) (Hernandez-
Reyes et al., 2001).

Como se detalla en la Tabla 1, no se han encontrado diferencias significativas entre el
intervalo entre partos de las vacas en funcién de la edad, como estadisticamente obtuvimos
en las vacas de raza Morucha (Alvarez y Palacios, 2013), asi como los de Daza y Gonzélez
(1997) en Retinta y Legide (1996) en Rubia gallega. En este caso, no hay diferencias entre
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las vacas con mas de 10 afos y el resto, aunque se observan mayores valores medios. Esto
podria deberse a un control productivo, que hace que permanezcan en la explotacion
solamente las vacas que se mantengan en niveles productivos aceptables.

Se han encontrado diferencias significativas en funcion del afio de parto. En la campafa
2012-2013, los resultados son significativamente inferiores (400,83 dias) que los de 2013-
2014 (449,94 dias) (Tabla 1); son resultados coherentes con otros trabajos (Caballero y
Buxadé, 1995; Ormazabal y Osoro, 1995; Daza y Gonzalez, 1997), y que pueden reflejar el
caracter extensivo de la produccion, dependiente en gran medida de las condiciones
meteoroldgicas.

Encontramos diferencias significativas en el intervalo entre partos (Tabla 1) en funcién de la
estacion climatoldgica del afo; los partos ocurridos en otofio obtuvieron mayor intervalo
(466,39 dias) que los ocurridos en invierno (422,9 dias) y los ocurridos en verano (382,69
dias) que son los que han obtenido menor intervalo de todos. Daza y Gonzalez (1997) en
Retinta no encontraron diferencias significativas en funcion de la estacion. Esto podria
deberse a que a pesar del aporte de alimentaciéon suplementaria, las cubriciones en invierno
y verano (que corresponden a los partos de otofio y primavera) se realizan en condiciones
nutritivas menos favorables y se alarga el intervalo entre partos.

Asi pues, al analizar el intervalo entre partos no se ha encontrado un efecto de la edad en
vacas. Aparecieron diferencias entre los afios estudiados y en funcion de la estacién de
parto, que pueden deberse a la diferencia de recursos pastables.
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Tabla 1. Efecto de los factores estudiados sobre el intervalo entre partos de vacas de raza
Berrenda en Negro

n Media + error estandar Nivel de significacion
Media general 173 425,14 + 12,63
Afio
2010-2011 41 420,77 + 19,58%°
2011-2012 40 400,83 + 29,04° P<0,01
2012-2013 46 429,02 + 21,78%
2013-2014 46 449,94 + 21 71°
Edad
3y 4 afnos 59 428,51 + 15,39
De 5 a 10 afios 98 407,90 + 10,76 NS
11 afios 0 mas 16 439,01 + 30,31
Estacién de parto
Invierno 50 422,90 + 15,247
Primavera 50 428,58 + 33,87% P<0,01
Verano 16 382,69 + 35,40°
Otofio 57 466,39 + 14,25"

2 ®: Superindices diferentes dentro de cada factor indican diferencias significativas al nivel indicado en la ultima
columna. NS: No significativo.

EFFECT OF SEVERAL FACTORS ON CALVING INTERVAL ON BERRENDA EN NEGRO
COws

ABSTRACT: 173 calving intervals of 90 cows belonging to endangered breed Berrenda en
Negro have been analyzed, in order to know effect of age, year and calving season on
fertility. Mean interval is 425.14 (+12.63) days, longer than other Spanish breeds kept in
similar extensive systems, and similar or shorter than intervals found in some Latin American
systems. No effect of age (cows<4 year-old; 5-10 year-old; >10 year-old) has been found,
but some years have had longer calving interval, and cows calving in autumn showed the
longest interval. Both kind of differences may be due to less feed available in some years in
an extensive production system, and in some seasons, in spite of supplementary feeding.

Keywords: Berrenda en Negro, calving interval, fertility, extensive cattle.
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ESTADO REPRODUCTIVO ACTUAL DEL SECTOR BOVINO LECHERO DEL
PRINCIPADO DE ASTURIAS
. Jiménez-Calderon, J.D., Martinez-Fernandez, A. y Vicente, F.
Area de Nutricion, Pastos y Forrajes. Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo
Agroalimentario (SERIDA). 33300 Villaviciosa (Asturias). fvicente@serida.org

INTRODUCCION

El sector productor de vacuno de leche ha experimentado un proceso de intensificacion en
las ultimas décadas (Alvarez et al., 2008), con un incremento en la presion de seleccion,
entre otros factores. Este hecho ha provocado que en muchas zonas productoras (el
Principado de Asturias entre ellas) coexista una amplia variedad de explotaciones, desde
pequenas granjas familiares a grandes explotaciones tecnificadas, cada una de ellas con
diferentes niveles de intensificacion. Una consecuencia de este proceso ha sido la aparicion,
cada vez con mayor frecuencia, de problemas reproductivos. Datos previos (2002-2013)
facilitados por ASCOL (Asturiana de Control Lechero) muestran la evolucion de algunos de
los indices reproductivos, apreciandose un empeoramiento progresivo a medida que pasan
los afios y avanza la intensificacion, con un promedio durante esos afios de
2,36 inseminaciones/gestacion y 433 dias de intervalo entre partos, situandose este ultimo
por encima del nivel 6ptimo recomendado (400 dias).

En base a estas premisas, el objetivo de este trabajo fue evaluar la situacion reproductiva de
las ganaderias de vacuno lechero en el Principado de Asturias, en funcién del tamafio de los
rebafos, considerando que éste se relaciona directamente con un mayor nivel de
intensificacion.

MATERIAL Y METODOS

Se establecié6 una muestra estratificada y elegida al azar de las explotaciones de vacuno
lechero del Principado de Asturias, compuesta por aproximadamente el 2%, de
explotaciones con cuota lactea asignada en el afio 2012 (2446 ganaderias en total segun los
datos oficiales facilitados). De esta forma, la muestra final quedd compuesta por un total de
52 ganaderias. Las explotaciones seleccionadas se estratificaron en 4 grupos en funcion de
la cuota asignada, quedando distribuidas de la siguiente forma: 11 explotaciones con menos
de 175 t de leche (estrato 1); 17 con cuota comprendidas entre 175 y 325 t (estrato 2);
10 ganaderias entre 325 y 500 t (estrato 3) y 14 con cuota superiores a 500 t (estrato 4).
Para la obtencion de los datos necesarios para el estudio se disefid una encuesta
estructurada en 7 bloques, siendo el ultimo de ellos el que englobaba las cuestiones
relativas a los indices y parametros reproductivos referentes al afio 2013. Las encuestas se
hicieron mediante entrevista personal, entre el 3 de diciembre de 2013 y el 11 de marzo de
2014, visitando cada una de las explotaciones y cumplimentando los datos con los
ganaderos.

Se calcularon los valores medios para cada indice considerado (intervalo entre partos;
numero de inseminaciones necesarias por gestacion; uso de tratamientos hormonales, de
semen sexado y de transferencia de embriones) dentro de cada estrato. El analisis
estadistico consistiéo en un analisis de varianza con el procedimiento GLM del SAS (1999),
considerando el estrato de produccién como factor principal.

RESULTADOS Y DISCUSION
El tamafio medio de rebafio dentro de cada estrato fue superior conforme se incrementaba
el volumen de cuota lactea. Las granjas del estrato 1 tenian una media de 18 vacas, las del
estrato 2 contaban con 34 vacas de promedio, 54 vacas en el caso del estrato 3 y 99 vacas
para el estrato 4. El estrato 1 presento el nivel mas bajo de produccion lechera en una
lactacion media, con 5930 | por vaca, resultando significativamente inferior (P<0,05) al resto
de los estratos, siendo de 7292 | por vaca en el estrato 2, 7749 | por vaca en el estrato 3, y
alcanzando el maximo en el estrato 4, con 9241 | por vaca, que resulté ser a su vez
significativamente superior que los estratos intermedios (P<0,05). Esto confirma que los
estratos de mayor tamafio son los que estan mas intensificados y con mayor presion de
seleccion. Este mayor nivel de exigencia productiva se tradujo en una disminucién del
numero de lactaciones que una vaca permanece en el rebafo, como también describen
Dillon et al. (2006) y, por consiguiente, en una mayor tasa de reposicion. Asi, las vacas del
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estrato 1 tenian una vida util promedio de 5,36 lactaciones. Este valor fue descendiendo en
cada estrato hasta alcanzar un valor minimo de 2,98 lactaciones en el estrato 4, con una
diferencia significativa (P<0,05) entre ambos valores.

El intervalo entre partos (IP) resultante en cada estrato mostré que el peor valor para este
indice reproductivo corresponde al mayor nivel de intensificacion (Figura 1). Diversos
estudios han mostrado que el incremento continuo en los niveles productivos se relaciona
con una prolongacion del IP (Hare et al., 2006). Asi, los tres primeros estratos no tuvieron
diferencias significativas entre ellos, con un promedio de 387 dias de IP, diferencidndose
significativamente (P<0,05) del estrato 4, que tenia 416 dias de IP, resultando superior al
maximo de 400 dias que se considera como Optimo. El nimero de inseminaciones
artificiales (IA) necesarias para conseguir una gestacion no mostré diferencias entre
estratos, teniendo un promedio global de 2,68, superior a las 2,5 |A como maximo
considerado como valor éptimo para este indice.

430
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400

Intervalo entre partas (IP) {dias)
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<175 175-325 325-500 >500

Estratos de produccion {t leche/aiio)

Figura 1. Dias promedio de intervalo entre partos dentro de cada estrato de produccion.
Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05).

El incremento de la presion de seleccion relacionado con la intensificacion se refleja también
en el empleo con mayor frecuencia de técnicas y tecnologias reproductivas para contribuir a
mejorar los indices reproductivos que se ven afectados y alcanzar las exigencias del ritmo
de produccion. De este modo, el uso de tratamientos hormonales para la induccion al celo y
a la ovulacion se realiza en el 96,4% de las explotaciones de los estratos 3 y 4, mientras que
en los estratos 1 y 2 solamente se utiliza en el 36,4% y 58,8% de las explotaciones,
respectivamente (Figura 2). De la misma forma, el empleo de semen sexado para garantizar
el nacimiento de terneras, se hace mas habitual a medida que las granjas son mas grandes
y tecnificadas. Asi pues, soélo el 9,1% de las explotaciones del estrato 1 hacen uso de él.
Este porcentaje se incrementa en el estrato 2 hasta el 41,2% y alcanza su nivel de uso mas
alto en los estratos 3 y 4, con el 80% y el 85,7%, respectivamente. La tecnologia mas
novedosa que se ha ido incorporando es la transferencia de embriones (TE). El empleo de
esta técnica en las explotaciones del estrato 1 result6é ser nulo, mientras que en el estrato 2,
un 5,9% de los ganaderos afirmé haber usado TE en su explotacion y los niveles se
incrementaron en los estratos 3 y 4, en los que el 20% y el 28,6%, respectivamente, de las
ganaderias habian usado esta técnica (Figura 3).

Por lo tanto, a partir de las encuestas realizadas, se puede concluir que el proceso de
intensificacion de la produccién lechera se ha traducido en un descenso de la vida util de las
vacas y en unos peores indices reproductivos, como un mayor IP. A fin de mejorar estos
indices, se observa también un mayor uso de técnicas reproductivas en las explotaciones
mas intensivas.
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Figura 2. Porcentaje de explotaciones que aplican tratamientos hormonales en cada uno de
los estratos de produccion.
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Figura 3. Porcentaje de explotaciones que realizan transferencia de embriones en cada
estrato de produccion.
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CURRENT REPRODUCTIVE STATE OF DAIRY COW SECTOR IN THE PRINCIPALITY
OF ASTURIAS

ABSTRACT: This work analyzed the influence of the intensification in the dairy cow sector,
its reflection in the reproductive rates and the use of reproductive technologies. 52 farms
were randomly selected and surveyed. The farms selected were distributed depending on
their milk quotas in four groups: 11 farms lesser than 175 t/year (layer1); 17 farms between
175 and 325 t/year (layer 2); 10 farms from 325 to 500 t/year (layer 3); and 14 farms that
exceed 500 t/year (layer 4). These groups were related to the intensification of production
system (5930; 7292; 7749; and 9241 | per cow and per lactation, respectively; P<0.05).
Further intensification of milk production means worse reproductive rates and greater use of
reproductive technologies. In this way, layer 4 presented the highest (P<0.05) calving interval
(416 days), while in the rest of harms amounted 387 days. Furthermore, hormonal
treatments and embryo transfer were most frequently used on farms belonging to layers 3
and 4.

Keywords: dairy cow, intensification, reproductive rates.
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EFECTO DE LA GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA (eCG) EN LA TASA DE
FERTILIDAD EN VACAS DE LECHE CRUZADAS BAJO CONDIONES DE ALTITUD EN
ECUADOR
Garnica, F.P, Sagbay, C., Brito, M.C., Masache, J.L., Webster, P.G. y Minguez, C.
Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Politécnica Salesiana, Calle Vieja
12-30 y Elia Luit, Cuenca, Ecuador. cminguez@ups.edu.ec

INTRODUCCION

El porcentaje de fertilidad es un caracter importante en la produccién de vacuno lechero.
Este caracter esta viéndose reducido con el paso de los afios, como consecuencia de los
incrementos de produccion, por esta razén, se han propuesto tratamientos hormonales con
el fin de incrementar la fertilidad (Friedman et al., 2014) y de la misma manera en la Ultima
década se han desarrollado bastantes protocolos de ovulacion sincronizada (Martinez et al.,
2014). La poblacién de vacuno lechero en la regién Andina de América del Sur se compone
principalmente de animales cruzados. La caracteristica principal de esta regién es su
elevada altitud y es habitual realizar inseminaciones de hembras Holstein con sementales
Brown Swiss o Criollo, razas mas adaptadas a condiciones de altitud (Bartl et al., 2008),
para evitar la aparicion de enfermedades cardiacas. Estas enfermedades asociadas a la
altitud se les denomina “mal de altura” y aparecen por encima de los 1.600 m.s.n.m.
generando una bajada considerable en la produccion lechera (Malherbe et al, 2012). La
gonadotropina coriénica equina (eCG) esta siendo utilizada en protocolos de inseminacién
artificial a tiempo fijo (IATF) en ganado bovino para intentar mejorar la tasa de fertilidad, ya
que produce, entre otros efectos, un aumento del crecimiento folicular (Siqueira et al., 2009).
Estos protocolos han obtenido buenos resultados principalmente en razas de carne (Ferreira
et al., 2013). Sin embargo, en vacuno lechero los resultados son contradictorios (Bryan et
al., 2009; Kenyon et al., 2012; Pulley et al., 2013). Ademas, la bibliografia existente sobre la
utilizacion de eCG en bovino sometido a condiciones de altitud es escasa.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la administracién de 400 U.l de eCG
en un protocolo IATF en el incremento de la tasa de fertilidad en vacas lecheras sometidas a
condiciones de altitud.

MATERIAL Y METODOS
El estudio involucr6 a 100 vacas cruzadas (25% Brown Swiss x 75% Holstein) en periodo de
lactacion. Las vacas estaban alojadas en una granja comercial localizada en la Parroquia
Jerusalén del Cantén Biblian, Ecuador (2° 42" 57” S, 78° 58" 7” O) a una altitud de 2640
m.s.n.m, con una temperatura media de 14,2 °C y una pluviometria media de 1180 mm por
afio.
Estas vacas tenian una produccién media de 16,83+1,4 kg/dia, en 154,2+16,6 dias en
lactacion. Los animales estaban entre la 2° y la 7° lactacion y la condicion corporal (BCS)
estaba entre 2.7 y 3.2 utilizando el sistema de 5 puntos: 1= delgada hasta 5 = obesa
(Ferguson et al., 1994).
Aleatoriamente se distribuyeron los 100 animales en dos grupos experimentales (50 por
grupo). Al grupo 1 se le aplico 400 Ul de eCG en el protocolo IATF y el grupo 2 (grupo
control) siguié el mismo protocolo de IA sin la aplicacién de la eCG. Ambos grupos se
sometieron el mismo manejo y se ordefiaban dos veces al dia (cada 12 horas
aproximadamente), se alojaron en las mismas instalaciones y se alimentaron con el mismo
pasto, suplementado con un pienso comercial que permitia cubrir todas sus necesidades
alimentarias. Tuvieron agua fresca accesible en todo momento. No se observd ningun
problema sanitario en el periodo que duré el experimento.
En el protocolo IATF se design6 como dia 0 (D0) al momento en que se les colocd, a todos
los animales, un dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®, Pfizer Cambridge, USA) y
una dosis intramuscular de 2 mg de benzoato de estradiol (Fertigan®, Laquinsa, San Jose,
Costa Rica). El D7, el dispositivo intravaginal se retird y se administraron 25 mg de PGF2a
(Lutalyse®, Zoetis Quito, Ecuador). EI D8 a todas las vacas se les aplicé 1 mg de benzoato
de estradiol (Fertigan®, Laquinsa, San Jose, Costa Rica). Treinta horas después (D9) las
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vacas fueron inseminadas. Inmediatamente después de la inseminacion (D14), a las vacas
del grupo 1 se les aplicé una dosis de 400 Ul de eCG (Folligon®, Intervet Ecuador) El D45
se realiz6 un test de gestacion mediante observacion por ultrasonidos (Aloka ProSound 2,
Hitachi — Aloka Medical Lta., Tokio, Japan). El protocolo IATF empleado para los grupos 1y
2 puede observarse en la Figura 1.

El analisis estadistico se realizO6 mediante un test chi-cuadrado para comparar los
porcentajes de éxito entre grupos (R Project, version 3.1.2, University of California, Los
Angeles, USA). Se asumié un valor de P menor de 0,05 como diferencia significativa.

RESULTADOS Y DISCUSION
El porcentaje de fertilidad para la suma de todas las vacas en el estudio fue del 69%. Para el
grupo 1 (tratadas) se obtuvo un 62% de fertilidad y un 76% para el grupo 2 (grupo control).
Aunque estas diferencias para el porcentaje de fertilidad no alcanzaron significacion
estadistica (P=0.13). Por tanto, la aplicacién de 400 Ul de eCG en el protocolo IATF en
vacuno lechero sometido a condiciones de altitud no aumenté la fertilidad.
Estos resultados concuerdan con Souza et al. (2009) y Pulley et al. (2013). También estan
de acuerdo con Ferreira et al. (2013) que utilizé tres grupos de vacas Holstein, unas tratadas
con 400 Ul de eCG, otras con 600 Ul y el grupo control, para los cuales no encontraron
diferencias significativas en tasa de fertilidad.
Sin embargo, si se han obtenido beneficios en la aplicacion de eCG en protocolos IATF para
vacuno de carne. Tortodella et al. (2013) logré incrementar el didmetro folicular, el volumen
luteal y la tasa de fertilidad. Sa Filho et al. (2010) en Nelore y Martinez et al. (2014) en
Angus obtuvieron resultados positivos en fertilidad tras la aplicacion de eCG en protocolos
IATF similares al empleado en nuestro estudio. Las diferencias observadas entre los
estudios realizados con vacuno lechero con respecto a vacuno de carne pudieran ser
explicadas por la menor BCS y la mayor incidencia del anestro en vacuno de carne con
respecto al vacuno lechero ya que estos parametros son importantes en la eficiencia de la
eCG (Ferreira et al., 2013).
En conclusion, la incorporacion de 400 Ul de eCG en los protocolos IATF en vacuno lechero
cruzado bajo condiciones de altitud y con una buena BCS no afecta al porcentaje de
fertilidad.
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Figura 1. Disefio experimental para evaluar el efecto de la administracion de 400 Ul de eCG
el dia 14 en un protocolo de inseminacién artificial (IATF) en la tasa de fertilidad en vacas
cruzadas en lactacion sometidas a condiciones de altitud. P4= Progesterona; IA=
Inseminacion artificial; EB=Benzoato de estradiol, e CG=gonadotropina coridnica equina.

EFFECT OF EQUINE CHORIONIC GONADOTROPIN (eCG) IN THE FERTILITY RATE OF
CROSSBRED DAIRY COWS UNDER HIGH ALTITUDE CONDITIONS IN ECUADOR

ABSTRACT: An experiment was carried out to estimate the effect of eCG in fertility rate of
crossbred dairy cows (25% Brown Swiss x 75% Holstein) subjected to high altitude
conditions in Ecuador. These conditions could produce a syndrome of right-sided heart
failure produced by elevated blood pressure in the pulmonary arterial tree and, as
consequence, it produces a decrease in productivity and fertility. In the experiment, the data
were derived from 100 lactating cows, randomly divided into two groups (50 cows per group).
The cows were subjected to a protocol of synchronization for ovulation timed artificial
insemination (IATF). One group of them was treated with 400 Ul of eCG in the IATF protocol
and the other was the control group. The IATF was: Day0 (DO0)-a progesterone releasing
intravaginal device and 2mg of estradiol benzoate, D7-progesterone releasing intravaginal
device removed and 25mg PGF2a, D8-2mg of estradiol benzoate, DOAM-IATF, D14-400mg
eCG (only for group 1), D45-Pregnancy diagnosis by ultrasonography examination. A Chi-
square test reported non-significant differences between the two groups (P-value = 0.13).
Thus, adding 400 Ul of eCG into the IATF protocol was inefficient to improve the fertility rate
in crossbred cows subjected to high altitude in crossbred dairy cattle in Ecuador.

Keywords: eCG, high altitude, dairy cows, fertility rate
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ESTUDIO PRELIMINAR DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON
PROGESTERONA A DIA 16-19 POST-INSEMINACION SOBRE LA EXPRESION DE
GENES ESTIMULADOS POR INTERFERON TAU (IFN-t) EN VACAS LECHERAS.
Lopez-Helguera', 1., Tuono, T., Mur, R., Lopez-Gatius, F. y Serrano-Pérez, B.
1Agrotecnio, Universidad de Lleida, Lleida, Espafia. irenelh@prodan.udl.cat

INTRODUCCION

La fertilidad en la vaca es un factor clave en la rentabilidad de la explotacion. En los ultimos
afios los problemas reproductivos del vacuno de leche se han intensificado, disminuyendo la
fertilidad y eficacia reproductiva de estos animales (Lépez-Gatius, 2003). El origen del
problema es multifactorial, siendo el elevado metabolismo de la vaca lechera de alta
produccion un punto determinante en la reduccion de los niveles de progesterona y estradiol
en sangre (Wolfenson et al., 2004). La progesterona ejerce un papel muy importante durante
el reconocimiento materno de la prefiez (Spencer et al., 2007). Por ello, concentraciones de
progesterona inadecuadas durante el desarrollo temprano del embrion podrian estar
relacionadas con la reduccion de la fertilidad observada (Wiltbank et al., 2011). La
progesterona es indispensable para la preparacién del endometrio y el mantenimiento de la
gestacion, por lo que un aporte exégeno de esta hormona post-inseminacion (IA) podria
incrementar la fertilidad de las vacas lecheras en lactacion. Ademas, la progesterona esta
directamente relacionada con el crecimiento del conceptus y éste con los niveles de
interferén tau (INF-1) (O’'Hara et al., 2014). La produccion de interferon tau (INF-1) por el
embrion, no sélo bloquea la lutedlisis, sino que induce la expresion de genes estimulados
por interferén (ISG) tanto a nivel local como en la circulacion periférica (Gifford et al., 2007).
Algunos de estos ISGs, como el ISG15, o las proteinas Mx1 y Mx2 (myxovirus resistance 1y
2) poseen un importante papel en la respuesta antiviral y en la inmunomodulacién materna
durante la implantacion (Hansen y Pru, 2014).

El objetivo de este estudio fue determinar los efectos de la suplementacién con
progesterona mediante un dispositivo intravaginal (PRID) entre los dias 16-19 post-IA sobre
la expresion de los genes ISG15, Mx1 y Mx2 en vacas lecheras de alta produccion.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé en una granja comercial con 650 vacas en lactacion situada en la franja
de Lleida-Huesca. La poblacion de estudio estuvo constituida por 14 vacas multiparas de
raza Frisona inseminadas mediante IA a celo visto con dosis seminales de toros Frisones de
fertilidad probada. El dia 16 post-lA, los animales se asignaron aleatoriamente a un grupo
control (n=5) o tratamiento (n=9) a los que se les introdujo un PRID (1,55 g de progesterona;
CEVA, Francia) durante 3 dias, retirando el dispositivo el dia 19 post-IA. El diagnéstico de
gestacion se realizé los dias 28-34 post-IA mediante ecografia transrectal. De cada animal,
se tomaron muestras de sangre de la vena coccigea en 2 tubos con EDTA (5 ml) (BD
Vacutainer®, Becton, Dickinson and Company, Plymouth, GB) el dia 20 post-IA. A partir de
esta muestra se aislaron las poblaciones mononucleares mediante un gradiente de densidad
con Histopaque-1077 (SIGMA-ALDRICH, Madrid, Espafia), de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. EI ARN de las células mononucleares se extrajo mediante el protocolo Trizol
(Invitrogen), se traté con DNAsas y se obtuvo ADN copia (cDNA) mediante transcripcion
reversa en presencia de iniciadores random con la enzima RevertAid Reverse Transcriptase
(Thermo Scientific, Alcobendas-Madrid, Espafia). La expresion de ARN mensajero para los
genes ISG15, Mx1, Mx2 y el gen de referencia B-actina se determin6 mediante PCR a
tiempo real empleando el sistema SYBR Green NgThermo Scientific, Alcobendas-Madrid,
Espafia) en un aparato de deteccion ABI PRISM™ 7500 (Applied Biosystem, Foster City,
CA, EEUU). Los resultados se expresaron en expresion relativa (RQ). De cada animal se
tomaron datos de la fertilidad, y de la expresion génica de ISG15, Mx1, Mx2 y B-actina el dia
20 post-lA. Los datos se analizaron estadisticamente mediante el test U de Mann-Whitney
con el paquete SPSS v.17 (SPSS Inc., Chicago, IL, EEUU).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La fertilidad de la poblacién de estudio fue del 50% (7/14). De los animales gestantes, tres
pertenecian al grupo control (3/5) y cuatro al grupo tratado con PRID (4/9). La fertilidad
estuvo significativamente relacionada con la expresién génica del 1SG15 (P=0,013), Mx1
(P=0,035), y Mx2 (P=0,018), presentando los animales gestantes niveles de expresién
superiores a los no gestantes (Figura 1). Estos resultados concuerdan con lo descrito por
Hansen y Pru (2014) en hembras prefiadas. Sin embargo, la suplementacién con
progesterona entre los dias 16 y 19 post-IA no afecté a la expresion génica de los I1SGs,
observandose niveles similares de ISGs entre el grupo control y el grupo tratado con PRID
(Figura 2). En un estudio previo, la suplementacién con progesterona a través de un PRID
entre los dias 4 y 11 post-IA no mejoré la fertilidad en vacas lecheras inseminadas a tiempo
fijo (Colazo et al., 2013). De la misma manera, el tratamiento con progesterona entre los
dias 4 y 18 post-IA no mejoré la fertilidad ni increment6 la expresion de ISGs a dia 19 post-
IA a celo visto (Monteiro et al., 2014). Por el contrario, otros trabajos encontraron mejoras en
la fertilidad tras el tratamiento con progesterona post-IA (Friedman et al., 2012). A la vista de
los resultados preliminares obtenidos no observamos un efecto del tratamiento con
progesterona a dia 16 post-lIA sobre la expresién de genes ISGs en vacas multiparas,
siendo necesarios posteriores estudios que clarifiquen esta interaccion.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

e Colazo, M.G., Dourey, A., Rajamahendran, R., Ambrose, D.J. 2013. Theriogenology 79:
833-41. e Friedman, E., Roth, Z., Voet, H., Lavon, Y., Wolfenson, D. 2012. J Dairy Sci 95:
3092-9. « Gifford, C.A., Racicot, K., Clark, D.S., Austin, K.J., Hansen, T.R., Lucy, M.C,,
Davies, C.J., Ott, T.L. 2007. J. Dairy. Sci. 90: 274-80. « Hansen TR, Pru JK. 2014. Adv. Exp.
Med. Biol. 759: 13-31. e Lépez-Gatius F. 2003. Theriogenology 60: 89-99. ¢ Monteiro Jr., P.
L. J., Ribeiro, E. S., Maciel, R. P., Dias, A. L. G., Solé Jr., E., Lima, F. S., Bisinotto, R. S,,
Thatcher, W. W., Sartori, R., and Santos, J.E.P. 2014. J. Dairy Sci. 97: 1-15. ¢ O'Hara, L.,
Forde, N., Carter, F., Rizos, D., Maillo, V., Ealy, A.D., Kelly, A.K., Rodriguez, P., Isaka, N.,
Evans, A.C., Lonergan, P. 2014. Reprod Fertil Dev 26(2):328-36. e Spencer, T. E., G. A.
Johnson, F. W. Bazer, R. C. Burghardt, and M.Palmarini. 2007. Reprod. Fertil. Dev. 19: 65—
78. o Wiltbank, M. C., A. H. Souza, P. D. Carvalho, R. W. Bender, and A. B. Nascimento.
2011. Reprod. Fertil. Dev. 24: 238-243. « Wolfenson D., Inbar G., Roth Z., Kaim M., Bloch
A., Braw-Tal R. 2004. Theriogenology 62: 1042—-1055.

Agradecimientos: Este trabajo ha sido posible gracias a la colaboracién de la granja Allué
(Sucs, Lleida).

Gestantes vs. no gestantes
O No gestantes

77 m Gestantes

RQ

%

" o

0

ISG15 MX1 MX2
ISG
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estimulados por el interferén tau (ISGs) en vacas gestantes (n=7) y no gestantes (n=7). *
p<0,05.
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Figura 2. Medias (+ desviacién estandar) de la expresion relativa (RQ) de los genes
estimulados por el interferén tau (ISGs) en vacas control (n=5) y tratadas con implantes de
progesterona (n=9).

EFFECTS OF PROGESTERONE SUPPLEMENTATION POST ARTIFICIAL
INSEMINATION ON THE EXPRESSION OF INTERFERON TAU (IFN-1)-STIMULATED
GENES IN DAIRY COWS: A PRELIMINARY STUDY
ABSTRACT: Progesterone is essential for the preparation of the endometrium and the
maintenance of pregnancy, so supplementation with progesterone after artificial insemination
(Al) could increase fertility in lactating dairy cows. The aim of this study was to determine the
effects of treatment with a progesterone intravaginal device (PRID) between Days 16 and 19
post-Al on the expression of the genes ISG15, Mx1 and Mx2. On Day 16 post-Al, lactating
dairy cows were randomly allocated to one of two groups, control (n=5) or treatment (n=9)
with a PRID for 3 days. Blood samples were collected on Day 20 after Al and the expression
of genes in peripheral mononuclear cells was determined by RT-gPCR. The overall
pregnancy was 50% (7/14). Cows diagnosed as pregnant had a higher gene expression of
ISG15, Mx1 and Mx2 compared to those non-pregnant (p<0.05). Supplementation with
progesterone post-1A did not affect the expression of ISG, Mx1 and Mx2 on Day 20 post-IA.

Further studies are needed to clarify the effect of progesterone treatment on ISGs.

Keywords: Dairy cows, progesterone, interferon-stimulated genes, fertility.
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CALIDAD SEMINAL DE EYACULADOS FRESCOS DE LA RAZA CABRA BLANCA DE
RASQUERA
Orus, A., Ventos, A., Tabarez, A., Garcia, W., Osuagwuh, U. y Palomo M.J.".
'Departament de Medicina i Cirurgia Animals, Universitat Autonoma de Barcelona.
mariajesus.palomo@uab.cat

INTRODUCCION

La Cabra Blanca de Rasquera tiene su origen en las Tierras del Ebro. Todavia considerada
como una agrupacion racial al no estar reconocida oficialmente como raza, es la unica
poblacion caprina autéctona de Catalufia, por lo que constituye el ultimo reducto de
patrimonio genético caprino en esta comunidad auténoma. De aptitud carnica, se destina
principalmente a la produccién de cabritos, destacando por su gran rusticidad, que le ha
permitido adaptarse a las condiciones orograficas y climatolégicas de las comarcas del sur
de Cataluia (Jordana et al., 2009; 2010). De acuerdo con el ultimo censo poblacional, tan
solo existen unos 6.000 ejemplares de los 30.000 que se llegaron a contabilizar en la década
de los cincuenta, por lo que se encuentra actualmente en peligro de extincién. Su futuro es
incierto ya que la mayoria de las explotaciones pertenecen a ganaderos que no pueden
garantizar la continuidad del rebafio (Jordana et al., 2010). No obstante, en el afio 2003 se
inici6 un Programa de Conservacion, financiado por la Generalitat de Catalunya en
colaboracién con la Facultad de Veterinaria de Barcelona para analizar y caracterizar
racialmente esta agrupacion, elaborandose una propuesta de estandar racial como base
para iniciar los trabajos de publicacion del Libro Genealdgico (Carné et al., 2005; Torres,
2007; Jordana et al., 2009). Paralelamente y gracias a un proyecto financiado por el INIA se
inicio también su conservacion “ex situ”, mediante el almacenamiento criogénico de semen
de machos seleccionados por su capacidad de aportar variabilidad genética a la raza.

Asi, consideramos que la valoracion rutinaria de contrastacion seminal de los machos, en
concreto de la raza Cabra Blanca de Rasquera, es uno de los aspectos mas importantes a
tener en cuenta en los distintos programas de conservacion de las razas o agrupaciones
raciales en peligro de extincion, ya que ademas de aportar un mayor conocimiento de las
caracteristicas de las distintas razas, nos permite estimar el nimero de dosis por macho que
podriamos disponer para su futura utilizacion mediante la inseminacion artificial con el
objetivo, no solo de incrementar el censo de la raza, sino que ademas, en nuestro caso, de
aumentar la variabilidad genética en las distintas poblaciones de origen, donde la
consanguineidad es altamente preocupante. Que sepamos, no se han realizado estudios
sobre las caracteristicas seminales de esta cabra, por lo que en el presente trabajo se
pretende aportar algunos aspectos sobre la calidad seminal de la cabra Blanca de Rasquera
a partir de los sementales de mas de 3 afos utilizados para la creacién de este banco. Con
ello se pretende contribuir a una mejor caracterizacion de esta agrupacion racial.

MATERIAL Y METODOS
El presente trabajo se realiz6 en las instalaciones del Institut de Recerca i Tecnologia
Agroalimentaries (IRTA) en Torre Marimon (Caldes de Montbui, Barcelona), donde estan
alojados los machos de la raza Cabra Blanca de Rasquera seleccionados por su capacidad
de aportacion de variabilidad genética a la raza. A la edad de 3 afios, se les colecté semen
rutinariamente a un ritmo de 2 extracciones por dia 'y 1 6 2 dias por semana en otofio,
utilizando 7 sementales adiestrados para la extraccion de semen mediante vagina artificial.
Inmediatamente después a la recogida del semen, se evalué el volumen de cada eyaculado
en un tubo graduado y la motilidad masal del semen en una escala del 0 al 5 (Evans y
Maxwell, 1990). A continuacién se mezclaron los dos eyaculados obtenidos de cada
semental, se registrd el volumen total y se procedid a realizar el resto del analisis seminal a
partir de esta mezcla de eyaculados. Concretamente se valoré la concentracion espermatica
en camaras de recuento celular, mientras que la viabilidad espermatica, integridad del
acrosoma y morfologia de los espermatozoides frescos se analizd mediante la tincién vital
eosina/nigrosina (Hancock, 1951). Asimismo se analizé la funcionalidad de la membrana
plasmatica de los espermatozoides frescos mediante el test hipoosmotico (hypoosmotic
swelling test, HOS test), el cual consistio en la incubacién de una alicuota de la suspension
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de espermatozoides en una solucion hipoténica (100 mOsm) a 37°C durante 30 min
(Forouzanfar et al., 2010). Tras la incubacion se evalud6 la capacidad de resistencia al shock
hipoosmotico con la misma tincién de eosina-nigrosina mediante su observacion en el
microscopio optico a 1000x, determinando el porcentaje de espermatozoides vivos.
Finalmente, los datos fueron analizados utilizando el procedimiento GLM (ANOVA) de SPSS
20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.), en un disefio factorial, teniendo como factor el
individuo y realizando un total de 12 repeticiones. Cuando las diferencias fueron
significativas (p <0.05), se realiz6 el test de Bonferroni de comparacion de medias a
posteriori. Los resultados se expresan como media + SD.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis seminal de los eyaculados frescos de los 7 ejemplares de cabra Blanca de
Rasquera seleccionados mostré unos valores de volumen de eyaculado de 0,86+0,36 mL y
de motilidad masal de 4,23+0,57 en el primer salto y de 0,77+0,28 mL y 4,34+0,57 en el
segundo salto, respectivamente. Asimismo, a partir de la mezcla de los 2 saltos obtenidos
en cada macho, se observd que éstos presentaban una calidad seminal semejante, no
mostrando diferencias en la concentracion de espermatozoides/mL (2445,42+848,14
millones), ni tampoco en el porcentaje de viabilidad espermatica obtenida mediante la tincién
eosina/nigrosina (79,23+11,6%). En cuanto al porcentaje de espermatozoides que
presentaban el acrosoma dafado (15,01£9,59%) u otra anormalidad morfologica
(3,19£2,71%), los valores obtenidos tambien fueron similares entre los distintos machos, asi
como su capacidad de resistencia al shock hipoosmético (61,42+18,22). Unicamente, uno de
ellos (macho n° 7) present6 un volumen total de semen significativamente superior (p<0,05)
al resto, tal como se muestra en la tabla 1.

En términos generales, la calidad espermatica de los eyaculados utilizados en el presente
trabajo es ligeramente inferior a la observada por otros autores en otras razas caprinas
como la Murciano-Granadina (Roca et al., 1992), la Verata o la Malaguena (Pérez y Mateos,
1996), asi como la Alpina o Saanen (Karagiannidis et al.,2000), pero bastante mas proxima
a la descrita en la raza Blanca-Celtibérica (Jiménez-Rabadan et al., 2012), probablemente
debido a la escasa presidon de seleccidon que sufren estas razas autéctonas, actualmente en
peligro de extincion.
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Tabla 1. Parametros de calidad del semen fresco de machos cabrios de la raza Cabra
Blanca de Rasquera tras la mezcla del primer y sequndo eyaculado

Acrosoma Forma

N°J Volumen Concentr. Motilidad Viabilidad Dafiado Anormal HOST
total (ml)  (x 10%/ml) Masal (%) (%) (%) (%)
1 1,360,157  2994+397 4,21+0,20 80,86+2,38 13,71+2,44 3,41+1,01 63,11+6,73
2 1,610,267  2073+248 3,92+0,31 75,65+3,03 17,36%+2,59 3,77+0,87 55,20+6,87
3 1,50£0,11%  2309+166 4,11+0,16  75,0843,73 17,44+236 4,16+1,16 54,40+5,01
4 1,7020,14%  2420+657 4,21+0,18 78,70+4,68 16,61+4,54 1,67+0,34 60,89+5,11
5 1,1720,09°  2677+232 4,68+0,13 86,11+1,85 9,30+1,57 3,47+0,82 73,26+3,01
6 1,670,137  2345+304 4,14+0,12 84,31+2,00 12,24+1,93 2,13+0,64 64,96+5,45

7 2,32+0,14° 2388259 4,50+0,13  74,95+4,33 17,80+3,33 2,81+1,80 56,97+4,32

a,b Diferentes letras en una misma columna significa valores (mediaterror estandar, n=12)
significativamente diferentes (P<0’05).

SEMEN QUALITIY OF FRESH EJACULATES
FROM CABRA BLANCA DE RASQUERA BREED

ABSTRACT: Blanca de Rasquera is a Catalonian breed of goat facing extinction. In 2003, its
preservation programme started, and few years later, a sperm bank from breeders according
to their genetic variability was constituted. Therefore, in order to increase our knowledge on
this local breed as regards creating a sperm cryobank, a study on fresh semen quality was
done. Semen was collected twice a day via artificial vagina in an interval of 1 to 2 days per
week in autumn from 7 males (3 years old). Ejaculates were evaluated for volume and mass
motility using conventional method, acrosome integrity, sperm viability and morphology were
analyzed by eosin/nigrosin stain, and plasma membrane function was assessed by hypo-
osmotic swelling test. Results (meantSD) showed a volume about 0.86+0.36 mL and mass
motility of 4.23+0.57 (scale 0-5) in the first ejaculate, and a volume of 0.77+0.28 mL and
mass motility of 4.34+0.57 in the second ejaculate, respectively. No significant difference
between individual male results was observed in the sperm concentration (2445.42+848.14 x
10° sperm/mL), sperm viability (79.23%11.6%), and damaged acrosome cells (15.01+9.59%).
Morphological abnormalities were low (3.19+2.71%) and resistance to hyposomotic shock
was 61.42 % (£18.22). Only one buck produced a significant high total volume.

Keywords: Rasquera goat, sperm analysis.

-351-



AIDA (2015), XVI Jornadas sobre Produccion Animal, Tomo II, 352-354

DESCRIPCION DE LOS PARAMETROS SEMINALES DEL CONEJO IBICENCO
Sanchez-Rodriguez A.", Masdeu M. !, Garcia-Garcia R M., Arias-Alvarez M.2
Lorenzo P.L.", Rebollar P. G
! Departamento de Fisiologia (F|S|o|og|a animal) y 2 Produccién Animal, Fac.
Veterinaria, UCM. 2 Departamento de Produccion Agraria, E.T.S.l. Agronomos, UPM.
Ciudad Universitaria, s/n, 28040, Madrid. pilar.grebollar@upm.es

INTRODUCCION

El conejo ibicenco es una especie no seleccionada presente en las islas Baleares. Las
asociaciones de criadores (Federacion Pitiusa de Razas Autoctonas, www.razas-
autoctonas.com/conejo) persiguen constituirlo como raza autdctona e inscribirlo en el
Libro Genealogico, para promover su conservacion y evitar su extincién. Para ello, es
necesario hacer una caracterizacion y establecer los estandares raciales desde un
punto de vista reproductor, entre otros. En el caso del macho, es fundamental la
determinacion de parametros seminales, tanto macroscopicos como microscopicos,
que ha sido el objetivo del presente estudio. Ademas se ha estudiado la influencia del
orden de salto y el efecto de la edad del animal sobre dichos parametros seminales.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 12 conejos ibicencos de entre 5 y 17 meses de edad alojados en jaulas
individuales (700 mm x 500 mm x 320 mm) en la granja experimental de la UPM (20-
25°C, horas luz:oscuridad 16:8), con alimentacién y agua ad libitum. Todos ellos
fueron entrenados al salto un mes antes del inicio de la prueba y tras ello se
recogieron, durante dos meses, dos eyaculados sucesivos con vagina artificial
siguiendo un régimen extensivo: un dia a la semana con una separacion de 15-20
minutos entre ambos (Arroita et al., 2000). Una vez recogidos, se anoté la presencia
de orina o de sedimento (descartando los eyaculados en los que estaban presentes),
el volumen y la presencia o no de gel, que se eliminé de la muestra. Después, se
unieron ambos eyaculados y se realizé una diluciéon 1:5 con un diluyente atemperado
(Cudil Magapor®, Zaragoza, Espafia). En el transcurso de una hora tras la extraccion,
se valor6é la motilidad seminal utilizando un sistema computerizado de analisis de
semen (SCA, Computer Assisted Sperm Analysis®, Barcelona, Espafia) ajustando el
programa informatico a muestras de conejo, asi como la dilucion final del semen a
1:20. De cada muestra, en un minimo de 250 espermatozoides se evaluo6: el
porcentaje de espermatozoides estaticos, métiles progresivos y no progresivos, la
velocidad curvilinea (VCL, um/s), la velocidad rectilinea (VSL, ym/s), la velocidad
media de la trayectoria (VAP, pm/s), la linearidad de la trayectoria curvilinea
(LIN=VSL/VCL) y la rectitud de velocidad de trayectoria (STR=VSL/VAP). Por otro
lado, una muestra de los eyaculados se fijé con glutaraldehido 0.25% (Lavara et al.,
2013) para determinar la concentracién en camara de Neubauer y el porcentaje de
espermatozoides anormales contando un total de 100 células.

Se determino el efecto del orden de salto en los parametros macroscopicos (coloracion
del eyaculado, presencia o no de sedimento y gel) mediante el procedimiento
CATMOD con el programa informatico SAS/STAT (2002, Cary, NC, USA). También se
estudio la correlacion entre el volumen del primer y segundo eyaculado mediante el
test de Pearson. Asimismo, para determinar el efecto de la edad sobre los parametros
seminales, los eyaculados se dividieron en dos grupos: de animales puberales (<10
meses, n=41) y de adultos (= 10 meses, n=45). Este efecto se analiz6 mediante un
procedimiento MIXED con medidas repetidas para los parametros cuantitativos
(concentracion, volumen y medidas del SCA) y mediante el procedimiento CATMOD
para los parametros cualitativos (presencia de gel o sedimento y color).

RESULTADOS Y DISCUSION
En el 92,2% de las ocasiones se recogieron 2 eyaculados de cada animal y se
analizaron un total de 154 eyaculados. En la Figura 1 se muestra el efecto del orden
de salto sobre los parametros seminales cualitativos. En el primer salto, el porcentaje
de eyaculados con presencia de gel es significativamente mayor (P<0,0001) y tiende a
presentar sedimento (P=0,07) en mas ocasiones que en el segundo. Nuestros

-352-



resultados coinciden con Holtz y Foote (1978) y posiblemente esto ocurra porque en el
primer salto se eyacule la mayoria del contenido de gel acumulado en las glandulas
accesorias y en 15-20 minutos no haya tiempo suficiente para que se produzca mas
gel. Sin embargo, en conejo de monte criado en cautividad, Davila et al. (2003),
observaron un menor porcentaje de eyaculados con gel (30%) y fue similar en ambos
saltos. La mayor presencia de gel en los eyaculados del conejo ibicenco podria
tratarse de una caracteristica racial. La presencia de sedimento en el primer eyaculado
podria explicarse por el arrastre de células descamadas de la uretra pelviana. Por otro
lado, la aparicién de eyaculados de color amarillo que indicaban la presencia de orina,
fue independiente del orden de salto aunque si se observd una tendencia a una mayor
presencia de este tipo de eyaculados en conejos puberales con respecto a los adultos
(8,44 vs. 3,25 %; P=0,07), debido probablemente a la falta de entrenamiento en el
salto, por su menor edad. El analisis estadistico mostré una escasa correlaciéon (r2 =
0,11) entre el volumen de los dos eyaculados sucesivos.

En general, la productividad y las caracteristicas seminales varian ampliamente entre
lineas, razas, edades y manejo reproductivo de los conejos (Castellini et al., 2006). En
este sentido, podemos decir que los valores de los parametros cuantitativos obtenidos
en este estudio se encuentran en unos rangos de gran amplitud debido a una elevada
variabilidad individual entre animales (Tabla 1).

Los valores de concentracion con respecto a la edad de los animales (Figura 2), estan
en concordancia con la bibliografia consultada. En lineas seleccionadas Garcia et al.
(2004) afirma que la concentracion espermatica evoluciona con la edad, siendo mayor
entre los 10 y 18 meses de edad, mientras que el porcentaje de espermatozoides
anormales es menor entre los 19 y 25 meses de vida. El porcentaje de anormalidades
espermaticas ha sido significativamente mayor (P<0,01) en el grupo de animales
puberales, con una elevada variabilidad individual y apareciendo los valores mas altos
en los individuos mas jévenes (de 3 a 6 meses de edad).

Los parametros VCL, VSL y VAP variaron significativamente (P<0,001, P<0,01 y
P<0,01, respectivamente) en funcién de la madurez sexual del animal, apareciendo
aumentados en el grupo de individuos puberales. Asi, a pesar de tener mayor
porcentaje de anormalidades espermaticas, los espermatozoides de los conejos mas
joévenes tienen mayor velocidad que los de los conejos adultos. Los valores obtenidos
de STR estan dentro de los valores encontrados en la bibliografia (Boiti et al., 2005).
Este trabajo constituye un estudio preliminar de caracterizacion de parametros
seminales del conejo ibicenco. El orden de salto influyd sobre la presencia de gel y
sedimento, siendo mayores en el primer eyaculado. Asimismo, la edad afecté a
algunos de los parametros, como la velocidad espermatica y el porcentaje de
anormalidades espermaticas que fueron mayores en los conejos mas jévenes.
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Color del eyaculado Presencia de sedimento Presenciade gel

mBlanco  Amarilo m Sedimento  No sedimento mGel "~ Nogel
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Figura 1. Efecto del orden del eyaculado sobre los parametros seminales cualitativos
de conejos ibicencos (1: P=0,07; ***: P<0,0001).

Tabla 1. Rangos de valores de parametros seminales cuantitativos en conejo ibicenco
(n=154). *Volumen total extraido en el dia formado por dos eyaculados. esp:
espermatozoides

Volumen Con.centracmn % Anormales % Estaticos % Progresivos Mot. Total
(ml) (mill esp/ml) (um/s)
0,8-2,1* 63-710 7,9-69,2 8,7-70,4 12,3-63,3 29,7-91,3
VCL VSL VAP LIN STR

(um/s) (um/s) (um/s) (VSL/VCL) (VSL/VAP)
72,1-107,1 25-54.,4 35,8-69,4 34-52 63,6-81,3
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Figura 2. Efecto de la edad (puberales: <10 m; n=41 y adultos: = 10 m; n=45) sobre A)
concentraciéon y porcentaje de formas anormales y B) parametros seminales
determinados mediante CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) en eyaculados de
conejo * P<0,01; **P<0,001

DESCRIPTION OF SEMINAL PARAMETERS IN IBICENCO RABBIT

ABSTRACT: The ibicenco rabbit is an endangered species and it has to be
consolidated as a breed. Therefore, male reproductive characteristics must be
standardized, which was the objective of this study. We also determined the effect of
the sexual maturity stage (puberal <10 months; adults 210 months) and the effect of
the ejaculate order in seminal characteristics. Two ejaculates were collected weekly
during 2 months and qualitative and quantitative parameters were measured. There
was a high individual variability in quantitative parameters, but they correspond to the
literature. Some differences have been found in qualitative parameters, like the higher
presence of gel in the first ejaculate, and in quantitative parameters, such as the higher
percentage of abnormal spermatozoa but a higher velocity in sperm of puberal rabbits.
This study constitutes the first steps to the completely characterization of semen quality
in ibicenco rabbit.

Keywords: ibicenco rabbit, sperm, evaluation, CASA
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UN ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS SUBPOBLACIONES ESPERMATICAS EN
MORUECOS DE ALTA Y BAJA FERTILIDAD EN CAMPO
Yaniz, J.L., Palacin, |., Vicente-Fiel, S., Sanchez-Nadal, J.A. , Santolaria, P.
Grupo de investigacion TECNOGAM, Instituto IUCA, Escuela Politécnica Superior de
Huesca, Universidad de Zaragoza, Ctra. Cuarte S/N 22071 Huesca. jyaniz@unizar.es

INTRODUCCION

La capacidad predictiva de los analisis de calidad seminal sobre la fertilidad potencial de
machos y eyaculados debe mejorarse. La informacion incompleta proporcionada por el
analisis esta detras de esta capacidad restringida para lograr predicciones precisas. En este
sentido, aunque la existencia de las subpoblaciones de espermatozoides en el eyaculado es
ampliamente reconocida (Holt y Van Look, 2004), la mayoria de estudios han abordado el
analisis de la relacion entre los parametros de calidad seminal y la fertilidad del macho
basandose en datos medios. El interés en las subpoblaciones espermaticas proviene de la
evidencia creciente de que la heterogeneidad de las mismas puede tener relevancia
funcional y relacionarse con la fertiidad (de Paz et al., 2011; Ramén et al., 2013).
Tedricamente, una mayor heterogeneidad de espermatozoides garantizaria mayor potencial
para fecundar un ovocito a intervalos impredecibles después de la eyaculaciéon (Curry,
2000).

En el morueco, algunos estudios han descrito la existencia de subpoblaciones
morfométricas y cinéticas. Sin embargo, que sepamos, solamente hay un estudio en el que
se evalué la posible asociacion entre las subpoblaciones morfométricas y la fertilidad (de
Paz et al.,, 2011) y ninguno que haya evaluado este aspecto en lo referente a las
subpoblaciones cinéticas en esta especie. En un trabajo reciente en ovino, describimos una
relacion entre varios parametros de calidad seminal, utilizando los valores medios, y la
fertilidad en campo en ovino (Vicente-Fiel et al., 2014). El objetivo del presente estudio fue
investigar si las diferencias en la fertilidad de los moruecos se relacionan con la estructura
poblacional de los espermatozoides. Ademas se estudié la posible asociacion entre las
subpoblaciones cinéticas y morfométricas por primera vez en esta especie.

MATERIAL Y METODOS

El semen se recogi6 semanalmente con la ayuda de una vagina artificial de 8 moruecos
adultos de la raza Rasa Aragonesa, 4 de alta y 4 de baja fertilidad en campo, durante 6
semanas consecutivas. Se establecié una rutina de recogida del semen de dos veces por
semana, aunque solo se utilizé un eyaculado por macho y semana en el estudio y el otro fue
descartado. Los moruecos se clasificaron previamente como de alta y baja fertilidad
basandonos en los odds-ratio de un estudio epidemioldgico previo (Palacin et al., 2012). Las
muestras de semen se diluyeron hasta 50 x 10° espermatozoides/mL usando INRA96 ®
para la evaluacion de la motilidad espermatica (Vicente-Fiel et al., 2014) o se prepararon
para la evaluacion de la morfometria espermatica como se describié anteriormente (Yaniz et
al., 2012).

Los valores obtenidos se expresaron como media + error estandar de la media (SEM). Los
anadlisis estadisticos se realizaron mediante el paquete SPSS, version 15.0. El nivel de
significacion estadistica se fij6 en P < 0.05. Se utilizaron procedimientos cluster para
identificar las subpoblaciones de espermatozoides utilizando datos cinéticos o morfométricos
como se describié en Vicente-Fiel et al., (2013). Después de caracterizar las subpoblaciones
espermaticas, se realizd un andlisis de correlacion de dos vias incluyendo todas las
subpoblaciones para explorar posibles asociaciones entre la morfometria y velocidad
espermaticas. Se utilizd un analisis de varianza (ANOVA) para explorar las relaciones entre
la proporcion de cada subpoblacion de espermatozoides en la muestra seminal y la
fertilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION
El analisis cluster revel6 la presencia de tres subpoblaciones cinéticas en moruecos: la
subpoblacion 1 (SP1mot) comprende espermatozoides lentos, no lineales y con baja ALH.
La subpoblacion 2 (SP2mot) incluye espermatozoides rapidos y lineales. En el mismo
sentido, la subpoblacion 3 (SP3mot) esta formada por espermatozoides rapidos, no linealesy
con alta ALH. De los espermatozoides moéviles totales, 17,9%, 53,1% y 29,0% se incluyeron
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en las subpoblaciones 1, 2 y 3, respectivamente. Las tres subpoblaciones cinéticas descritas
son similares a las de un estudio previo en la raza ovina Manchega (Garcia-Alvarez et al.,
2013).

En relacién a los parametros morfométricos, el analisis cluster revel6 la presencia de tres
subpoblaciones: la subpoblacién 1 (SP1morpho) incluye espermatozoides pequeios (baja P,
L, W). A la subpoblacion 2 (SP2morpho) pertenecen espermatozoides de tamafio medio y
con forma redondeada. La subpoblacién 3 (SP3morpho) esta formada por espermatozoides
grandes y largos. De los espermatozoides totales, el 17,8, 34,8 y 47,0% se incluyeron en las
subpoblaciones 1, 2 y 3, respectivamente. Estas subpoblaciones coinciden con las descritas
en un estudio reciente de nuestro grupo, donde se identificaron tres subpoblaciones
morfomeétricas utilizando el método de CASMA-F (Vicente-Fiel et al., 2013).

Los moruecos de alta fertilidad mostraron una mayor proporcion de espermatozoides con
movilidad eficiente (rapida y lineal, SP2mot) y con las cabezas grandes y largas
(SP3morpho). Ambas subpoblaciones espermaticas podrian estar relacionadas con una
mayor eficiencia migratoria a través del tracto genital femenino. En los ovinos, el cuello
uterino y el istmo son las principales barreras para los espermatozoides después de la
inseminacion cervical (Yaniz et al., 2014). En estas estructuras anatdmicas, la mucosa
epitelial produce moco viscoso que los espermatozoides deben penetrar para llegar al sitio
de la fecundacion en la union ampulo-istmica del oviducto. Junto con secreciones viscosas
locales, la compleja arquitectura superficial de la mucosa cervical y oviductal (Yaniz et al.,
2014) puede dificultar el paso de los espermatozoides. Los eyaculados con una mayor
proporcién de espermatozoides con un movimiento rapido y lineal probablemente tendrian
una migracion mas eficiente a través del tracto reproductivo femenino. De acuerdo con
nuestros resultados, Ramon et al., (2013) observaron que los machos de ciervo con altas
tasas de fertilidad tenian eyaculados con altos porcentajes de espermatozoides exhibiendo
los movimientos rapidos y lineales. Los espermatozoides con cabeza grande y larga también
podrian estar relacionados con una migracion mas eficiente. En estudios de la competencia
espermatica, se ha demostrado que todos los componentes del espermatozoide aumentan
de tamaiio al mismo tiempo, y esto podria estar asociado con una mejor eficiencia migratoria
(Tourmente et al., 2011).

Se buscaron posibles correlaciones entre subpoblaciones cinéticas y morfométricas
(porcentajes de cada una) para evaluar si los espermatozoides en una subpoblacién
morfométrica particular tenian un movimiento caracteristico. Encontramos que la proporcion
de espermatozoides con un nucleo pequeio (SP1morpho) mostré una correlacion positiva (r
=0, 32, P < 0,05) con la proporcién de espermatozoides con un movimiento lento, no lineal
con baja ALH (SP1mot) y una correlacion negativa (r = -0,33, P < 0,05) con la proporcion de
espermatozoides con un movimiento rapido y lineal (SP2mot). Esta es la primera vez que se
estudia la correlacion entre el disefio espermatico y su cinética de movimiento en ovino. En
el ciervo ibérico se ha demostrado que los espermatozoides con movimiento rapido y lineal
se correlacionan con los espermatozoides con una cabeza pequefa y alargada, siendo
ambas subpoblaciones mas frecuentes en machos de alta fertilidad (Ramon et al., 2013). En
el presente estudio, sin embargo, los espermatozoides rapidos y lineales y los de nucleos
grandes y largos se correlacionaron con la alta fertilidad, pero ambas subpoblaciones no se
correlacionaron entre si. En general puede afirmarse que no se observd una clara
correspondencia entre las subpoblaciones morfométricas y cinéticas en el morueco.
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A COMPARATIVE STUDY OF SPERM SUBPOPULATIONS IN HIGH AND LOW FIELD
FERTILITY RAMS

ABSTRACT: The aim of the present study was to investigate whether differences in field
fertility of rams are reflected in differences in sperm morphometric and kinematic population
structure. The association between sperm morphometric and kinematic subpopulations was
also investigated. Ejaculates from 8 adult rams, 4 with high and 4 with low field fertility, were
collected weekly using an artificial vagina over 6 consecutive weeks. Analyses of sperm
motility using computer-assisted sperm analysis (CASA) and sperm nuclear morphometry
using computer-assisted sperm morphometry-fluorescence were performed. Clustering
procedures using the kinematic and morphometric data from high and low field fertility rams
resulted in the classification of spermatozoa in three kinematic and three morphometric
sperm subpopulations. The distribution of subpopulations between rams of high and low field
fertility was significantly different, with higher percentages of spermatozoa exhibiting fast and
linear movements and those with large and long nuclei in the high fertility group. However,
these subpopulations were not correlated. It was concluded that high and low fertility rams
present clear differences in sperm population structure.

Keywords: sheep, sperm subpopulations, CASA, CASMA
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EFECTO DEL FLUIDO UTERINO Y DEL PLASMA SEMINAL SOBRE LA CALIDAD
ESPERMATICA EN LA ESPECIE PORCINA
Abril-Sanchez, S., Soriano-Ubeda, C., Matas, C., Garcia-Vazquez, F.A’
Departamento de Fisiologia. Facultad de Veterinaria. Universidad de Murcia
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INTRODUCCION

En la especie porcina, tras una monta natural o inseminacion artificial tradicional, los
espermatozoides son depositados en la porcién intracervical del Utero. Desde ahi
inician un largo viaje hacia la unién utero-tubarica, pasando por los cuernos uterinos
(Hunter, 1981). Durante su transcurso, normalmente se produce una disminucion de la
poblacion espermatica y, aunque se depositan millones de espermatozoides en el
tracto genital de la hembra, solamente unos pocos miles alcanzan el oviducto
(Sumransap et al., 2007). Esta pérdida de poblacién espermatica puede deberse a
diversos factores, como la accién fagocitica de neutrofilos polimorfonucleares (PMNs)
en el utero (Matthijs et al., 2003; Taylor et al., 2009), el reflujo de semen (Steverink et
al., 1998; Hernandez-Caravaca et al., 2012, 2015) u otros factores desconocidos
presentes en el fluido uterino (FU) (Kawano et al., 2014). Frente a esto, se ha visto que
el plasma seminal (PS) minimiza algunos de estos factores, como por ejemplo el
reclutamiento de los PMNs (Rozeboom et al; 1998, 1999), o también manteniendo la
funcionalidad espermatica por la presencia de algunas proteinas (Centurién et al.,
2013). Ademas, en ratén se ha observado que la presencia de PS implica una mejora
de la calidad espermatica (motilidad, vitalidad y dafio acrosomal), mientras que el FU
dana la funcionalidad de los espermatozoides, afectando a la vitalidad, motilidad y
membrana acrosomal (Kawano et al., 2014).

Por todo lo dicho, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del FU porcino sobre
la calidad de espermatozoides eyaculados (vitalidad, motilidad y dafio acrosomal) en
presencia o ausencia de PS.

MATERIAL Y METODOS
Las muestras de eyaculado se obtuvieron de cerdos de fertilidad probada. Tras la
extraccion del semen, una parte se destind a la obtencion de PS. Para ello, se
centrifugaron las muestras de eyaculado (3200 g, 10 min, 4°C) hasta la eliminacion
total de restos celulares. Se recolecté el sobrenadante y seguidamente las muestras
de PS se alicuotaron y congelaron a -80 °C hasta su uso.
El FU se extrajo de uteros de cerdas que se encontraban en fase folicular tardia
(basado en la morfologia del ovario segun Carrasco et al., 2008) procedentes del
matadero “El Pozo Alimentacion S.A.” (Alhama de Murcia, Murcia, Espafa). Para la
extraccion, se realizd una presion mecanica desde la porcidn craneal (cerca de la
union utero-tubarica) hasta la porcién caudal (proxima al cuerpo del utero). El
contenido fue recogido en placas petri y seguidamente se depositd en tubos eppendorf
para ser centrifugados (7000 g, 10 min, 4°C). Finalmente, se recolectd el sobrenadante
y se congelaron a -80 °C hasta su uso.
Para medir el efecto del FU sobre la calidad espermatica en presencia o ausencia de
PS, se realizaron 4 grupos experimentales:

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

-/-): grupo control, exento de PS y FU.
+/-): 20% de PS, sin FU.
-/+): sin PS, 20% de FU.

a)
b)
c)
d) +/+): 20% de PS + 20% FU.

~ e~~~

Se ajusté la concentracion espermatica a 40 x 10° espermatozoides/ml en un volumen
final de 500 uyl en PBS (Phosphate Buffer Solution). Posteriormente, los grupos
experimentales se incubaron a 38°C durante 2 horas. A los 15 miny 1y 2 horas de
incubacion se evalud la motilidad (%) y motilidad progresiva (escala [0-5], donde 0=
estaticos; 5= maxima progresividad) de forma subjetiva, asi como la vitalidad
(eosina/nigrosina) y el dafio acrosomal (PNA-FITC, segun Kawano et al., [2007]).
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RESULTADOS Y DISCUSION

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la motilidad (%) y
vitalidad entre los distintos grupos experimentales (Tabla 1). Sin embargo, en los
grupos en los que estaba presente el PS [(+/+) y (+/-)] se apreciaron niveles
significativamente mayores (p<0,05) en motilidad progresiva respecto a los grupos en
ausencia de PS [(-/+) y (-/-)]. En cuanto al dafio acrosomal, a las 2 h de incubacion se
observd que los grupos sin PS [(-/-) y (-/+)] presentaron porcentajes mas elevados
(p<0,05) que los grupos con PS [(+/-) y (+/+)]. Respecto a este parametro, se puede
estimar una tendencia creciente, aunque no significativa, en el grupo exento de PS, en
presencia de FU (-/+), respecto al grupo control (-/-).

Tabla 1. Parametros de motilidad (%), motilidad progresiva (0-5), vitalidad (%) y dafio
acrosomal (%) medidos en diferentes tiempos de incubacion (15 min, 1h y 2h) en
espermatozoides con FU ylo PS. Los datos se expresan como Media * error tipico.

Tiempo Grupos Motilidad Motilidad Vitalidad Daio
incubacién (%) Progresiva (%) Acrosomal
(0-5) (%)

15 min (-/-) 82,00+2,54  2,3010,14® 87,33+1,45 10,00+1,00°
(+/-) 84,00+1,87  2,75%0,07° 87,00+1,52 1,00+0,00°
(-/+) 85,00£1,58  2,40+0,12%° 87,66+2,33 7,33+0,88°
(+/+) 85,00+1,58  2,80+0,05° 87,66+3,17 1,33+0,33°

1h (-/-) 77,00+1,22 2,001,762 83,00£1,52 11,33%1,76
(+/-) 82,00£1,22  2,70+0,05° 85,00+0,57 3,33%1,85
(-/+) 80,00£0,00 2,45+0,16*° 81,33+1,33 11,33+2,84
(+/+) 83,00£1,22  2,80+0,05° 86,00+1,52 5,66+2,33

2h (-/-) 72,00+4,06 2,00%0,15% 84,00£0,57 12,66+2,40%
(+/-) 81,00£2,44  2,70%0,05° 82,00+1,52 4,00+0,57°
(-/+) 75,00+1,58  2,30+0,09% 76,66+4,40 19,00+1,00°
(+/+) 80,00£2,73  2,70+0,05° 81,66+1,66 9,00+1,00°°

Todos los datos fueron analizados por ANOVA (p<0,05), comparando las medias entre los grupos
experimentales en un mismo tiempo de incubacion.

Letras diferentes en una misma columna en un mismo tiempo de incubacién indican diferencias
significativas.

n=5: numero de replicados realizados para los parametros de motilidad (%) y motilidad progresiva.
n=3: numero de replicados realizados para los parametros de vitalidad (%) y dafio acrosomal (%).

Por un lado, el dafio acrosomal, producido por el FU sobre espermatozoides sin PS,
puede ser uno de los factores que presenta el tracto genital femenino para la
eliminacion (selectiva o al azar) de carga espermatica durante su paso por los cuernos
uterinos, en la especie porcina. De igual forma, se han detectado factores similares en
otras especies, como por ejemplo en roedores, donde se ha observado que el FU
aumenta el dafio acrosomal o reaccidon acrosémica prematura, disminuye la vitalidad
asi como los parametros de motilidad en las células espermaticas (Kawano et al.,
2014). Por otra parte, se observa que el PS mejora la funcionalidad espermatica,
manteniendo la progresividad y la integridad de la membrana acrosomal, incluso en
presencia de FU. Algo similar ha sido observado en roedores, donde el PS protege a
los espermatozoides de los efectos nocivos del FU, impidiendo dafio acrosomal o
reaccion acrosomica prematura y manteniendo los niveles de vitalidad y motilidad
altos. También se ha visto un efecto beneficioso del PS en ovino (Rickard et al., 2014),
donde se ha observado que el PS mejora el transito de los espermatozoides a través
del cuello uterino. Respecto al efecto del PS en la especie porcina, otros autores
(Centurion et al., 2003) han observado efectos similares a los obtenidos en nuestro
estudio. Estos han detectado que algunas proteinas, denominadas espermadhesinas
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(presentes en PS) actuan protegiendo a las células espermaticas de posibles dafios
externos, preservando la integridad de la membrana, la motilidad y la actividad
mitocondrial. Ademas, también se ha comprobado que el PS posee propiedades
inmunosupresoras, un conjunto de antioxidantes y citoquinas que modulan la
respuesta inmunolégica del tracto genital femenino (Aitken y Baker, 2013).

Tras la valoracién de estos resultados se puede concluir que, en la especie porcina, el
FU podria influir sobre la funcionalidad espermatica, aunque es necesario realizar
diversos estudios complementarios. Ademas, el PS tiene la capacidad de proteger a
las células espermaticas de un dafio acrosomal y de mejorar la motilidad, optimizando
la linealidad y progresividad. Una de las posibles aplicaciones en granja derivadas de
este estudio, seria el uso de dosis seminales con una mayor proporcién de plasma
seminal que las actuales, ya que mejoraria la calidad de las mismas tras la deposicién
del semen en el tracto genital de la hembra.
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EFFECT OF UTERINE FLUID AND SEMINAL PLASMA ON QUALITY PORCINE
SPERM

ABSTRACT: The aim of the present study was to analyze the effect of the uterine fluid
(late follicular phase) on sperm quality with or without seminal plasma. Four
experimental groups were used: 1) (-/-): spermatozoa incubated without seminal
plasma and uterine fluid (control group); 2) (+/-) spermatozoa incubated with 20% of
seminal plasma and without uterine fluid; 3) (-/+): spermatozoa incubated without
seminal plasma and with 20 % of uterine fluid, 4) (+/+): spermatozoa with seminal
plasma (20%) and uterine fluid (20%). Motility (%), progressive motility (scale [0-5], 0=
non motile; 5= high progressivity), vitality and acrosomal damage were measured at 15
min, 1 and 2 hour of incubation. Results showed that seminal plasma has a positive
effect on sperm quality, improving linearity and progressive motility. Besides, seminal
plasma prevents acrosomal damage. On the other hand, the uterine fluid doesn’t affect
any of these parameters (motility, progressive motility and vitality). Although, the
uterine fluid whether affects acrosomal integrity in absence of seminal plasma.
Therefore, the adding of seminal plasma to insemination seminal doses could be a
strategy to improve artificial insemination efficiency.

Keywords: motility, porcine, seminal plasma, uterine fluid.
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VARIACION ESTACIONAL EN EL PERFIL PROTEICO DEL PLASMA SEMINAL DE
DOS LINEAS DE CONEJOS
Casares-Crespo, L., Talavan, A.M. y Viudes-de-Castro, M.P.
CITA-IVIA. Poligono de la Esperanza, n® 100. 12400. Segorbe (Castellon).
viudes_mar@gva.es

INTRODUCCION

Las diferencias de fertilidad tras la inseminacién artificial entre razas o machos no siempre
pueden ser explicadas mediante la evaluacion de la motilidad y la morfologia espermatica.
En conejo se ha observado que semen con parametros morfologicos y cinéticos similares,
proveniente de dos lineas de conejos (A y R), daba lugar a distinta fertilidad y tamafo de
camada tras la inseminacion con semen fresco o congelado (Vicente et al., 2000; Mocé et
al., 2003). El plasma seminal contiene una gran diversidad de proteinas, originadas
mayoritariamente por el epididimo y las glandulas sexuales accesorias (Arruda-Alencar et
al., 2012). Estas proteinas participan en varios eventos relacionados con la funcion
espermatica, como la maduraciéon y la capacitacion espermatica, la estabilizaciéon de la
membrana espermatica y la interaccion con el oviducto y el ovocito (Topfer-Petersen et al.,
1998; Gwathmey et al., 2006). La diversidad existente en la composicion proteica del plasma
seminal puede explicar la variacién en la capacidad y funciéon reproductiva de distintas
especies de mamiferos (Druart et al., 2013). En especies de reproduccion estacional se han
identificado proteinas relacionadas con la fertilidad (Killian et al., 1993; Brandon et al., 1999;
Ashrafzadeh et al., 2013), con la resistencia de la membrana espermatica al choque frio
(Barrios et al., 2000), con la tolerancia espermatica a la congelacion (Goularte et al., 2014) y
con la calidad seminal (Cardozo et al., 2006; Nandre et al., 2012; Kiso et al., 2013). En
conejos, el plasma seminal posee un efecto positivo en el mantenimiento de la motilidad y
viabilidad espermatica durante su almacenamiento in vitro (Castellini et al., 2000). Dicho
efecto ha sido asociado con las propiedades antioxidantes del plasma seminal (Arruda-
Alencar et al., 2012). En conejo, Viudes-de-Castro et al. (2004) estudiaron la composicion
proteica del plasma seminal en las lineas A y R y observaron dos bandas especificas de
linea en el perfil proteico (41 kDa en la Linea Ay 13 kDa en la linea R). Sin embargo, en otro
estudio con esas mismas lineas, Safaa et al. (2008) no encontraron diferencias en el perfil
proteico. Ambos trabajos se llevaron a cabo en estaciones distintas, el primero de ellos en
invierno y el segundo en primavera, lo que podria indicar la posible existencia de variaciones
estacionales en la composicién proteica del plasma seminal en esta especie.

Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue el estudio del efecto de la estacion sobre la
composicion proteica del plasma seminal de las lineas de conejo Ay R.

MATERIAL Y METODOS
Se utilizaron machos pertenecientes a dos lineas de distinto origen genético, 12 machos de
la linea A, de aptitud maternal, y 12 machos de la linea R, de aptitud carnica. Los machos
fueron alojados en la granja experimental del Centro de Investigacion y Tecnologia Animal
de Segorbe (CITA-IVIA, Castellén, Espafia). Las muestras seminales se recuperaron
semanalmente a lo largo del afio 2014 mediante vagina artificial. Los eyaculados fueron
evaluados individualmente, tomandose una alicuota para evaluar la motilidad, el estado del
acrosoma y las formas anormales presentes. Solo aquellos eyaculados con valores
superiores al 70% de motilidad y con menos del 15% de formas anormales o acrosomas
dafados, fueron utilizados para constituir la mezcla heterospérmica de cada una de las
lineas genéticas, siendo el resto descartados. En total, se usaron 12 mezclas
heteroespérmicas de la linea R y 12 de la linea A (3 mezclas por estacion). El plasma
seminal se obtuvo centrifugando las muestras a 10500 rpm durante 10 minutos a 22°C. El
sobrenadante resultante se volvié a centrifugar en las mismas condiciones. Finalmente, el
sobrenadante de esta segunda centrifugacion fue almacenado a -80°C hasta su uso. La
concentracion proteica total del plasma seminal se cuantific6 mediante el método del acido
bicinconinico (BCA), utilizando BSA como patron de proteinas (Smith et al., 1985). Una vez
determinada la proteina total, se ajusté la concentracion de las muestras a 5 g/L, tras lo cual
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se juntaron las tres mezclas correspondientes a cada estacion y se prepararon las muestras
para llevar a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida (4-12%). Brevemente, las
muestras fueron diluidas 1:1 con Tampén Laemmli 2x (Sigma-Aldrich), calentadas a 95°C
durante 5 minutos y tras dejarlas enfriar se cargaron en el gel. El peso molecular fue
estimado utilizando el marcador de pesos ProtoMetrics (National Diagnostics). Las
condiciones del SDS-PAGE fueron 250 voltios durante 3 horas. Tras completarse la
electroforesis, las bandas proteicas del gel fueron visualizadas mediante la tincion con Azul
de Coomassie Colloidal. El perfil proteico resultante fue analizado con el software Quantity
One 1-D (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

Las diferencias de cantidad relativa de cada banda en funcién de la linea genética y de la
estacion del afo fueron analizadas mediante un analisis de varianza con el paquete
estadistico Statgraphics®Plus5.1 (Statistical Graphics Corp., Rockville, USA). Los datos se
presentan como medias minimo cuadraticas * error estandar de la media.

RESULTADOS Y DISCUSION

El perfil electroforético del plasma seminal resulté en multiples bandas de distinta intensidad
que oscilaron entre los 8 y los 250 kDa. Para llevar a cabo el analisis con el software
Quantity One 1-D se seleccionaron veintiocho bandas, comunes en todas las muestras (en
las dos lineas genéticas y en las cuatro estaciones). Estas veintiocho bandas representaron
en promedio el 83% de la intensidad total de cada carril. En la Tabla 1 se muestran los
resultados de la cantidad relativa de las bandas en funcion de la linea genética y la estacion.
Entre estas bandas proteicas, ocho bandas resultaron diferentes significativamente entre
lineas genéticas, la intensidad o cantidad relativa de las bandas de 236, 228, 217, 188, 169,
124, 29 y 16 kDa fue significativamente distinta entre la linea A y la R. De esas ocho bandas
proteicas, la linea A presentaba significativamente valores superiores para seis de ellas,
Unicamente la de 169 kDa y la de 29 KDa aparecian en mayor proporcion en la linea R. En
el caso de las estaciones, solo en la banda de 169 kDa se observaron diferencias
significativas, siendo su cantidad relativa significativamente superior en invierno. En caprino,
ovino y bovino se han observado variaciones estacionales de proteinas (La Falci et al.,
2002, Dominguez et al., 2008; Sharma et al., 2014), si bien, en estas especies las
variaciones son mas acusadas, ya que mientras algunas proteinas estan presentes a lo
largo de todo el afio, se producen ausencias de determinadas proteinas en funcién de la
estacion. Sin embargo, dicha variacion no parece afectar a la fertilidad del semen a lo largo
del afio. Nuestros resultados demuestran la existencia de diferencias en la cantidad relativa
de un elevado numero de proteinas del plasma seminal de machos pertenecientes a la linea
genética A frente a los machos de la linea R a lo largo del afio. La presencia diferencial de
estas proteinas podria explicar las diferencias de fertilidad observadas entre las dos lineas
en trabajos anteriores (Vicente et al., 2000; Safaa et al., 2008). Por otro lado, las variaciones
de la cantidad proteica relativa entre estaciones observadas en el presente trabajo coinciden
con las observaciones de Nandre et al. (2013) en bufalo, donde encontraron una produccion
diferencial en verano frente al invierno de cuatro proteinas del plasma seminal, relacionadas
con la fisiologia del espermatozoide (capacidad de proporcionar una fuente energética, de
modular la motilidad, o la capacidad de proteccién del espermatozoide), que indicaban que
en invierno las funciones espermaticas eran mas favorables.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir que, en el caso del
conejo, la composicion proteica del plasma seminal varia tanto en funcién de la linea
genética del macho como de la estacion, si bien parece que el origen genético tiene un
mayor peso en la variaciéon de la composicion proteica que la estacion del afio. No obstante,
se precisan mas estudios para entender como las proteinas del plasma seminal regulan la
funcionalidad espermatica e identificar aquellas relacionadas con las variaciones de fertilidad
en esta especie.
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Tabla 1. Cantidad o intensidad relativa (%) de las bandas significativamente diferentes del
perfil proteico del plasma seminal en conejo entre linea y estacion.

Tamaiio Banda Linea Estacion

(kDa) A R EE Primavera Verano Otoio Invierno EE
236 3,542 3,56° 0,25 2,49 2,38 3,11 2,23 +0,36
228 0,822 0,34° 20,07 0,47 0,59 0,64 0,62 0,10
217 0,48° 0,14 20,07 0,29 0,22 0,43 0,30 10,10
188 0,91° 0,39° £0,09 0,46 0,57 0,78 0,79 +0,10
169 0,59° 0,87° 0,02 0,63° 0,62° 0,63% 1,02° 10,03
124 0,91° 0,46 £0,09 0,52 0,66 0,81 0,73 10,13
29 13,83° 18,08 0,70 16,65 15,75 14,87 16,56 +0,99
16 0,33° 0,12° 40,02 0,24 0,26 0,21 0,19 +0,03

E E: error estandar; ®°: valores con distinto superindice en la misma fila y factor (linea o estacion)
difieren significativamente al 95% (P<0,05).

SEASONAL VARIATIONS IN SEMINAL PLASMA PROTEIN PROFILE OF TWO RABBIT
LINES

ABSTRACT: In rabbits, several authors have studied the protein composition of seminal
plasma of lines A and R and the results suggested the existence of seasonal variations in the
protein composition of seminal plasma in this species. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the influence of season on seminal plasma protein profile of rabbit lines A and R.
Results showed that eight protein bands were significantly different between genetic lines
and among these, only one band was significantly different between seasons. In the
remaining protein bands no significant differences were found. These results demonstrate
the existence of differences in the relative amount of certain bands of seminal plasma protein
profile between A and R line along the year. The differential presence of these eight proteins
could explain the differences observed in fertility between these two lines in earlier studies.
From this study, it can be concluded that in rabbit, genetic male line affects the protein
composition of seminal plasma in a greater extent than the season. However, more studies
are needed to understand how proteins regulate seminal plasma and sperm function to
identify each protein with its particular effect.

Keywords: protein profile, season, seminal plasma, rabbit.
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BAJO CONDICIONES IN VITRO, LA ADHESION DE LOS ESPERMATOZOIDES A LAS
CELULAS DEL OVIDUCTO SE VE FACILITADA SI NO TIENEN EXTERIORIZADA LA
FOSFATIDILSERINA
Lépez-Ubeda R., Diego R. y Matas C.

Departamento de Fisiologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de Murcia, Campus Mare
Nostrum. 30100 Murcia. cmatas@um.es

INTRODUCCION
In vivo, la adhesion de los espermatozoides a las células del oviducto juega un importante
papel en la seleccion espermatica y en la regulacién de la capacitacion, impidiendo que los
espermatozoides de menor calidad alcancen los ovocitos (Holt y Fazeli, 2010). Estudios in
vitro han demostrado que el co-cultivo de espermatozoides con células oviductales prolonga
su viabilidad y motilidad, estabiliza el acrosoma (Kervancioglu et al., 1994; Morales et al.,
1996) y mantiene su capacidad fecundante (Pollard et al., 1991). Ademas, los
espermatozoides capacitados ven reducida su capacidad para unirse a las células epiteliales
(Lufio et al., 2013).
Diferentes eventos acomparian al proceso de capacitacion espermatica en mamiferos, entre
los que destacan los cambios en la concentracion intracelular de iones, la concentracion de
calcio libre intracelular, la fosforilacién de residuos de tirosina o la modificacion de la fluidez
de la membrana plasmatica, lo que lleva asociado un aumento en los niveles de
translocacion de fosfatidilserina (TPS) (de Lamirande et al, 1993; Visconti et al, 1995;
Gadella y Harrison, 2002; Matas et al., 2011). La TPS tradicionalmente se ha considerado
como un marcador de apoptosis (Casao et al., 2010), aunque actualmente existe cierta
controversia a cerca de si esta modificacion es consecuencia del proceso de capacitacion
(Barroso et al., 2000; Duru et al., 2001), de apoptosis (Aitken and Baker, 2013) o de ambos
(Aitken, 2011).
El objetivo de este trabajo fue caracterizar las posibles diferencias en los niveles de
translocacion de fosfatidilserina de la membrana espermatica de espermatozoides porcinos
después del co-cultivo con células epiteliales del oviducto.

MATERIAL Y METODOS

Obtencidn y cultivo de células epiteliales de oviducto: los oviductos se obtuvieron a partir de
aparatos reproductores de cerdas procedentes de matadero. Fueron transportados al
laboratorio en un recipiente atemperado a 37°C. En el laboratorio se lavaron en solucién de
cetramida (Cetab) y posteriormente en solucién salina fisiolégica atemperada. Sobre una
placa de Petri, en condiciones estériles, se procedi6 a la diseccidon del oviducto separandolo
de los tejidos adyacentes, asi como del ovario. La obtencion de las células epiteliales del
oviducto se realizd por compresién del mismo, desde la region del istmo hasta la ampolla. El
contenido se recogi6 sobre una placa de Petri, las células se disgregaron con medio TCM-
199 equilibrado. Tras varios lavados, las células se resuspendieron en medio TCM-199
fresco y se sembraron en placas de Petri a 38°C con 5% CO, y atmoésfera saturada.
Transcurridos 3 dias desde la siembra, se retirdé el medio con las células no adheridas y se
reemplazd por medio TCM-199 fresco. El proceso se repiti6 cada 2 dias hasta la total
confluencia de las células en una monocapa, aproximadamente a los 7 dias. Con cada
cambio de medio se comprob6 la ausencia de contaminacion y el crecimiento celular.
Procesado espermatico: los espermatozoides fueron seleccionados a través de un gradiente
discontinuo de Percoll® (Pharmacia, Uppsala, Sweden), mediante una columna de doble
banda (45% Percoll® sobre 90% Percoll®) sobre la que se depositaron 0.5 ml de eyaculado.
Las muestras se centrifugaron a temperatura ambiente a 700g durante 30 minutos. El pellet
obtenido se resuspendié en medio TALP previamente equilibrado, tras lo cual se centrifugd
nuevamente a 700g durante 10 minutos y el pellet final que contenia los esEermatozoides
lavados (L) se resuspendié en medio TALP ajustando la concentracion a 1x10° células/ml.
Incubacién de los espermatozoides lavados (1x10° spz/ml) sobre las células oviductales: se
realiz6 en medio TALP durante 30 minutos a 38,5°C, 5% de CO2 y atmosfera saturada de
humedad. Transcurrido este tiempo las placas se lavaron bien y se recuperaron los
espermatozoides. La incubacion con células oviductales dio lugar a dos poblaciones
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espermaticas: espermatozoides unidos a las células oviductales (U) y espermatozoides no
unidos (NU). De forma paralela incubamos en placas sin células oviductales
espermatozoides lavados (L30).

Evaluacion de la translocacién de fosfatidilserina en la membrana espermatica: se llevo a
cabo utilizando Annexin V-Cy3™ Apoptosis Detection Kit (Sigma, Madrid, Spain). Para ello,
1uL de Annexin V-Cy3™ (para determinacién de la TPS), 5 uL de CFDA (para determinacién
de la viabilidad) y 450 yL de tampén fueron mezclados junto 50 yL de muestra espermatica.
Tras 10 minutos de incubacion en oscuridad, las muestras se fijaron con formaldehido al
10%. Finalmente se evaluaron mediante un microscopio de epifluorescencia. Los
espermatozoides con TPS presentaban fluorescencia roja (Ann+) y los espermatozoides
viables fluorescencia verde (CFDA+).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos quedan reflejados en la tabla 1. Los niveles de TPS fueron
significativamente diferentes para los grupos experimentales. Los espermatozoides lavados
(L) mostraron un bajo nivel de translocacion (28%), lo cual era de esperar, ya que mediante
el procesado espermatico se inicia el proceso de capacitacion y con él, la desestabilizacion
de la membrana y la translocacién de PS (Vermes et al., 1995; Aitken y Krausz, 2002).
Este nivel de translocacion aumenté (43%) tras 30 minutos de incubacién sin células
oviductales como consecuencia del aumento de capacitacion espermatica (Lufio et al.,
2013). Los espermatozoides no unidos a las células oviductales (NU) presentaron una
elevada translocacion de fosfatidilserina (94.00%) mientras que los espermatozoides unidos
(U) mostraron niveles de translocacion significativamente menores que el resto de grupos,
incluso menores que los de los espermatozoides lavados (L). Esto podria ser debido a que
las células oviductales son capaces de seleccionar aquellos espermatozoides con menor
TPS y, por ello, con un menor grado de capacitacién ya que como observaron Lufio et al
(2013) los espermatozoides unidos al oviducto no presentaban fosforilaciéon de la tirosina en
la zona acrosomal (Lufio et al., 2013). Esto podria explicar la diferencias observadas entre
los espermatozoides unidos (U) y no unidos (NU) a las células. En todos los grupos
experimentales los espermatozoides viables superaban el 44%, destacando el 94,78% que
encontramos en los espermaotozides unidos (B):

Conclusién: bajo condiciones in vitro, los espermatozoides con bajo grado de TPS son los
que, de forma mayoritaria, son seleccionados y unidos por las células oviductales
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Tabla 1. Resultados de Anexina V-CY3 obtenidos a partir de espermatozoides incubados en
células oviductales: L (espermatozoides lavados, no incubados), L30 (espermatozoides
lavados incubados 30 minutos en medio TALP sin células oviductales), NU
(espermatozoides no unidos a las células oviductales tras 30 minutos de incubacion), U
(espermatozoides unidos a las células oviductales tras 30 minutos de incubacion).

TRATAMIENTO N ANEXINA POSITIVOS VIABLES (CFDA+)
(Ann+)
L 1000 28,00+ 1,40° 68,67 £4,73°
L30 1200 43,00 £1,40° 63,07 +4,65°
NU 1600 94,00+ 0,60 ° 44,08 +4,76°
U 1000 21,00+1,30° 94,78+ 3,70 °

a,b,c,d: Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05).
N: numero de espermatozoides evaluados.

UNDER IN VITRO CONDITION, SPERMATOZOA WITHOUT EXTERNALIZATION OF
PHOSPHATIDYLSERINE ARE MOST ABLE TO BIND OVIDUCTAL EPITHELIAL CELLS

ABSTRACT: Phosphatidylserine translocation is a feature of apoptosis and a marker
commonly used to study this phenomenon (Casao et al., 2010). Therefore, differences in the
levels of PS translocation between the population of sperm bound and not bound to the
oviductal epithelial cells (OEC) could be expected. The aim of this study was to characterize
possible differences in the phosphatidylserine translocation of boar sperm membrane after
the co-culture with OEC. Sperm cells treated by discontinuous gradient of isotonic Percoll
(washed sperm; L) were added to the oviductal epithelial cells (OEC) and incubated for 30
minutes. As control, washed sperm was incubated on Petri dish without OEC (L30). Four
different sperm samples were analyzed by Annexin V-Cy3™ Apoptosis Detection Kit (Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain) to differentiate between sperm cells with (Ann+)/without (Ann-)
inverted PS. Washed sperm (L) showed low levels of PS translocation (28.00%), these
values increased (43.00%) after incubation in capacitation condition (TALP medium) without
OEC (L30). Incubation with OEC resulted in two distinct groups: unbound sperm (NU) with
high levels of PS inversion (94.00%) and bound sperm (U) that showed the lower levels
(21.00%). These results showed that oviductal epithelial cells are able to select sperm cells
without phosphatidylserine translocation and bind them.

Keywords: oviductal epithelial cells, sperm, phosphatidylserine translocation, porcine.
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EFECTO DE LA TASA DE DILUCION SOBRE LA CALIDAD IN VITRO Y LA CAPACIDAD
FECUNDANTE DEL SEMEN FRESCO Y CRIOCONSERVADO DE GALLOS DE RAZA
GALLINA VALENCIANA DE CHULILLA
Fajardo', A., Tomas', C., Blanch', E., Gémez', E.A., Casares-Crespo'?, L., Sansano?, S.,
GiméneZ,l., y Mocé', E.

'CITA-IVIA- Apdo.187. 12400-Segorbe (Castellon). Espafia.? Rara Avis Biotec S.L.
Valencia. Espafia. moce_eva@gva.es

INTRODUCCION

El glicerol (G) se usa normalmente a una concentracion del 11% (v:v) en los diluyentes de
congelaciéon de semen de gallos (Long et al., 2010; Mocé et al., 2010; Purdy et al., 2009), y
con él se consiguen buenos resultados cuando se utiliza semen de lineas de gallos
subfértiles (Blesbois, 2007). Sin embargo, es anticonceptivo en gallinas cuando excede el
1% (v:v) de concentracion (Lake et al., 1980), por lo que ha de ser eliminado (mediante
dilucién y posterior centrifugacion) antes de la inseminacion artificial (I1A). La dilucion debe
realizarse de forma lenta, existiendo protocolos que tienen desde 6 pasos y tasa de dilucién
(TD) 1:4 (v:v; Mocé et al., 2010) hasta 35 pasos y TD 1:2,6 (v:v; Purdy et al., 2009).

Ante la baja fertilidad obtenida en experimentos previos con semen congelado de la raza de
gallina valenciana de Chulilla (G 11% y TD 1:4 en 6 pasos; Tomas et al,, 2013) nos
planteamos si las bajas fertilidades eran debidas a una baja dilucién del G o al proceso de
congelacion y descongelacion. Asi pues, en el presente trabajo estudiamos el efecto de la
TD del G (1:2,6 y 1:22; v:v) sobre la calidad in vitro y la fertilidad in vivo del semen fresco y
descongelado de gallos de la raza Gallina Valenciana de Chulilla, utilizando el protocolo de
dilucion de 35 pasos (Purdy et al., 2009) para minimizar los choques osmoticos.

MATERIAL Y METODOS

Los reactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa), excepto el yoduro de
propidio (Pl) y el SYBR-14, que fueron adquiridos en Invitrogen (Barcelona, Espana). Para la
valoracion del semen fresco inicial se utilizé el diluyente BPSE-I y el Lake pre-congelacion
(LPC) para la congelacién. Para la dilucion del semen post-descongelacion se utilizé el
diluyente Lake centri (LC). El diluyente Lake 7.1 (L7.1) se utilizd para resuspender los
espermatozoides después de eliminar el G y para valorar las muestras descongeladas o
frescas (diluidas con G). La composicion de los diluyentes esta detallada en Blanch et al.
(2014). La motilidad en las muestras frescas sin G, se valor6 con BPSE suplementado con
BSA (0,3 %) y para el andlisis por citometria de flujo (EPICS XL, Coulter Corporation Inc.,
Miami, FL, EE.UU.) se utilizé el BPSE. Se utilizé el medio L7.1 suplementado con G (11 %;
Purdy et al., 2009) y BSA para evaluar la motilidad de las muestras descongeladas antes de
eliminar el G, y para la citometria se usé L7.1-G (durante la incubacion con las tinciones) y
L7.1 para la dilucion final y el analisis de las muestras. En las muestras descongeladas y
frescas tras eliminar el G se utilizé L7.1 suplementado con BSA para evaluar la motilidad.
Los gallos (n=26) pertenecian a la raza Gallina Valenciana de Chulilla. Para las
inseminaciones se utilizaron gallinas ponedoras (n = 27) de la linea Lohmann Brown Classic.
El semen fue extraido, almacenado y la calidad de las muestras fue evaluada segun
protocolos descritos en Blanch et al. (2014). Los eyaculados validos se mezclaron para
constituir un pool y cada pool fue conservado en fresco (n=2) o congelado (n=3) con 11%
(v:v) G, siguiendo el protocolo descrito por Blesbois et al., (2008), detallado en Blanch et al.,
(2014). La descongelacion se realiz6 en bafio de agua a 5 °C, en 3 min y la evaluacién de la
motilidad y de la viabilidad se realizaron segun los protocolos descritos en Blanch et al,,
(2014). Fueron tomados los siguientes datos: espermatozoides moviles totales (TM;%),
moviles progresivos (TMP;%), vivos (espermatozoides con membrana plasmatica intacta; %)
y concentracién (espermatozoides/mL).

Para eliminar el G del semen fresco y descongelado se realizaron diluciones seriadas con
LC segun el protocolo de Purdy et al., (2009), y para alcanzar la TD 1:22 se hizo una
ampliacion del protocolo que consistié en 5 diluciones de 50pL, 10 diluciones de 100uL y 18
diluciones de 18uL por pajuela de 0,25 mL. El tiempo transcurrido entre una dilucion y la
siguiente fue de 2 minutos. Después de la ultima dilucion el contenido total se dividié en
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tubos, que fueron centrifugados a 300g durante 25 min a 5 °C. El sobrenadante fue
eliminado, los pellets de cada tratamiento fueron mezclados y la concentracién fue ajustada
a 1,2 x 10° espermatozoides/mL con L7.1. Cada gallina fue inseminada por via intravaginal
con una pipeta automatica, recibiendo dos IA (180 x 10° espermatozoides/IA en 150 L)
separadas 48 h (dO y d2). Se inseminaron entre 5-8 gallinas en cada tratamiento (5 gallinas
en el semen fresco, TD 1:22; 7 gallinas en el semen fresco TD 1:2,6 y semen congelado, TD
1:22; y 8 gallinas en el semen congelado, TD 1:2,6), y las |A se realizaron en 15 min desde
la eliminacién del sobrenadante. Los huevos se recogieron desde el dia 2 hasta el dia 5,
fueron incubados y a los 7 dias se evaluaron en el ovoscopio. Se recogieron un total de 105
huevos (28 de semen fresco, TD 1:2,6; 18 de semen fresco, TD 1:22; 31 de semen
congelado TD 1:2,6; y 28 de semen congelado TD 1:22).

Los datos se analizaron con el programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, EEUU). Los
parametros de calidad seminal se analizaron con un modelo mixto en el que se incluyo el
pool como efecto aleatorio y el tipo de semen (TS), la TD y su interaccion como efectos fijos.
El ajuste Tukey-Kramer se utiliz6 para evaluar las diferencias entre medias (P<0,05). Los
datos binomiales de fertilidad se analizaron con un modelo de regresion logistica incluyendo
el dia de recogida de huevos, TS, TD y la interaccion TSxTD como efectos fijos.

RESULTADOS Y DISCUSION
La calidad del semen fresco fue elevada (79% TM, 67% TMP, 93,8% vivos, 1,96x10°
espermatozoides/mL). La calidad del semen congelado fue elevada antes de eliminar el
glicerol (62,6% TM, 50,6% TMP 74,8% vivos), siendo los resultados similares a los
obtenidos en estudios previos (entre 48 y 71% TM, 32% TMP y 78% vivos; Mocé et al.,
2014; Blanch et al., 2012; Purdy et al., 2009)
Tanto la TD como el TS tuvieron un efecto significativo (Tabla 1) para los TM (%),
presentando la TD mas baja (1:2,6) mejores motilidades que la tasa de TD mas alta (1:22) y
presentando el semen fresco mas TM que el congelado. La interaccion no fue significativa,
ya que ambos tipos de semen presentaron mas TM al usar la TD 1:2,6. En el caso de los
TMP (%), solo la TD tuvo un efecto significativo (Tablal1), presentando nuevamente la TD
1:2,6 mejores resultados que la TD 1:22. Estos resultados corroboran los de otros autores
que observaron una alteracién en la calidad del semen fresco de gallos al usar diluciones
superiores a 1:10 (v:v; Parker y McDaniel, 2014).
El semen fresco presentd mayor capacidad fecundante que el congelado (Tabla 1), lo que
corrobora resultados previos (Wishart, 1985). Se ha estimado que la capacidad fecundante
de los espermatozoides congelados se reduce al 1,6% de la que presenta el semen fresco
(Wishart, 1985), por lo que esta diferencia de fertilidad al usar dosis de IA similares para
ambos tipos de semen es logica. No obstante, ni la TD ni el dia de recogida de huevos
afectaron a la fertilidad. Por otra parte, se observo una interaccién entre TS y TD. Asi, el
semen fresco presentd6 mayor fertilidad (Tabla 1) con la TD 1:22 que con la TD 1:2,6,
mientras que el semen congelado presenté una fertilidad similar (y baja) con ambas TD. Es
probable que estos resultados observados en las dosis frescas sean debidos a la cantidad
de G residual en la dosis de IA, ya que ésta era todavia anticonceptiva en la TD 1:2,6 (1,4%
versus 0,2% para la TD 1:22). En el caso del semen congelado, el G residual en las dosis
procesadas con la TD 1:2,6 (0,98%) se encontraba al limite de la anticoncepcién, pero en
este caso la dilucion 1:22 no mejoro la fertilidad. Aunque el G tiene efectos perniciosos
sobre los espermatozoides (Hammerstedt y Graham, 1992), los efectos dafiinos que el
propio proceso de congelacion-descongelacion provoca sobre los espermatozoides podrian
explicar la diferente respuesta que presentan el semen fresco y descongelado al mismo
protocolo de dilucion. Ademas, el bajo porcentaje de espermatozoides moviles que
presentan las dosis de IA de semen descongelado podria agravar el problema de
subfertilidad y quizas se podria compensar al incrementar el nimero de espermatozoides en
la dosis de IA.
En conclusion, la calidad de la dosis de inseminacion es mayor cuanto menor es la TD,
aunque esta mayor calidad no se refleja en una mayor fertilidad ni en el semen fresco ni en
el descongelado.
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Tabla 1. Calidad in vitro (I.s.mz e.e.) y fertilidad in vivo de pooles de semen fresco (n=2) y
congelado (n=3) de gallos de la raza gallina valenciana de Chulilla y tasas de diluciéon (TD)
1:2,6 y 1:22 (v:v) para eliminar el glicerol.

Efecto fijo Moviles Moviles Fertilidad (%)* [n]
totales (%) progresivos (%)
D 12,6 39,8° +1,9 29,3°+2.0 11,3 +4,1[59]
1:22 20,5 +1,9 15,5 +2,0 22,5 +9,9 [46]
Tipo de Fresco 36,0° +1,9 27,5 +2,0 38,3" +8,7 [46]
semen (TS)  Congelado 24,3 1,9 17,3 £2,0 5,6% +3,2 [59]
Interaccién Fresco 1:2,6 47,5 £2.7 36,0 £3,0 13,9" +6,5 [28]
(TSxTD) Fresco 1:22 245 27 19,0 +3,0 70,4*+10,3[18]
Congelado 126 32,0 £2,7 22,5 +3,0 9,1 +5,1 [31]
Congelado 1:22 16,5 £2,7 12,0 £3,0 3,4 3,4 [28]

l.s.m.: medias por minimos cuadrados; e.e.: error estandar; [n]: nimero de huevos; *&:

indican diferencias entre tasas de dilucion (P<0,05); *?: indican diferencias entre tipos de
semen (P<0,05); ¥*: indican diferencias entre grupos (TS x TD; P<0,05). *Los resultados se
presentan como predicciones en la escala de los datos + error estdndar asociado.

EFFECT OF DILUTION RATE ON THE IN VITRO QUALITY AND THE FERTILIZING
ABILITY OF FRESH AND CRYOPRESERVED SPERM FROM ROOSTERS BELONGING
TO THE “GALLINA VALENCIANA DE CHULILLA” BREED

ABSTRACT: The glycerol (G; 11%; v:v) is a cryoprotectant which offers good results for the
cryopreservation of local breed rooster sperm. In this study the in vitro quality and fertilizing
ability of fresh and cryopreserved sperm processed with two different dilution rates (DR;
1:2,6 and 1:22) for the G removal were compared. The DR 1:2,6 exhibited higher in vitro
quality than DR 1:22 and fresh sperm presented higher quality and fertility than
cryopreserved sperm. In addition, an interaction between the type of semen and the DR was
observed in the fertility rate, the fresh sperm exhibiting higher fertilizing ability with the high
DR than with the low DR, while cryopreserved sperm presented similar fertilizing ability for
both DR. In conclusion, the quality of the doses is higher if a low DR (1:2,6) is used but this
quality at low DR does not translate into higher fertility.

Keywords: glycerol, chicken, fowl, semen.
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EVALUACION DEL COLOIDE ANDROCOLL™ PARA SELECCIONAR
ESPERMATOZOIDES DESCONGELADOS DE CIERVO
Crespo-Félez, |., Pardal, S., Mata-Campuzano, M., Castafieda, A., Morrell, J. y Martinez-
Pastor’, F.
'INDEGSAL, Universidad de Ledn, 24071 Ledn, Espaiia.felipe.martinez@unileon.es

INTRODUCCION

El desarrollo de técnicas reproductivas para especies domésticas y silvestres ha supuesto
un gran avance en produccién y conservacion animal. La criopreservacién seminal es una
de las técnicas mas valiosas, ya que permite conservar indefinidamente los
espermatozoides. Sin embargo, la criopreservacion es un proceso muy estresante, que
frecuentemente disminuye la fertilidad de las dosis (Johannisson et al., 2009). Una
estrategia consiste en aplicar gradientes de seleccion espermatica (Watson, 2000), tanto
antes (Heutelbeck et al., 2015) como después (Dorado et al., 2013) de criopreservar. La
centrifugacion de gradiente en un sola capa (SLC, single layer centrifugation) es una técnica
disefada para seleccionar, mediante un coloide, espermatozoides con buena movilidad,
integridad de la membrana, morfologia normal y cromatina intacta (Morrell et al., 2009). Este
coloide se ha adaptado a distintas especies, siendo el Androcoll-O™ el disefiado para ovino.
Mata-Campuzano et al. (2013) utilizaron este coloide con espermatozoides de ciervo rojo
(Cervus elaphus hispanicus), seleccionando una subpoblacién con unos parametros
fisiolégicos de calidad mejorados. El fin del presente estudio es comparar varios protocolos
con Androcoll-O™ en cuanto a su eficacia para la seleccion de espermatozoides
descongelados de ciervo rojo, asi como la caracterizacion de los espermatozoides
seleccionados y retenidos.

MATERIAL Y METODOS

Los reactivos generales fueron comprados a Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.), y los
fluorocromos fueron comprados a Invitrogen (Carlsbad, CA, EE.UU.). Utilizamos dosis
seminales de carneros y muestras epididimarias de ciervo, congeladas en medio Tris-citrato-
fructosa (20% yema de huevo y 8% glicerol), a 10 espermatozoides/ml. Se realizaron 4
sesiones experimentales. En cada una se descongelaron 6 dosis (37 °C, 30 s), que se
mezclaron para conseguir un pool. Se prepararon cuatro tubos con 1 ml de Androcoll-O-S
(small, optimizado para volumenes pequefios de muestra), y se prepard un disefio factorial
en el que se cruzaron dos volumenes de muestra (150 yl y 300 pL de pool) y dos regimenes
de centrifugacion —RCF— (300xg y 600xg). Los tubos se centrifugaron durante 20 min. Se
prepard un tubo control con 50 pl del pool y 500 yl de TALP-Hepes, que no se centrifugo.
Tras la centrifugacion se tomo una alicuota de la interfase y se elimino todo el sobrenadante.
Tanto la interfase como el pellet se diluyeron con TALP-Hepes y se analizaron. Se determiné
la concentracion (hemocitometro Blrker) tanto del pool como del pellet, estimandose los
espermatozoides iniciales como los recuperados y calculandose una tasa de recuperacion
como recuperados/inicialesx100. Los espermatozoides de la muestra control, de la interfase
y el pellet de cada tratamiento fueron analizados mediante citometria de flujo tras tefirlos
con las sondas YO-PRO-1 (100 nM), ioduro de propidio (3 uM), Mitotracker deep red
(100 nM) y Hoechst 33342 (5 uM) durante 15 min a 37 °C. El andlisis se realizé con un
citometro CyAn ADP (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), provisto de tres lasers de diodo
(405 nm —violeta—, 488 nm —azul— y 635 nm —rojo—). La fluorescencia fue recogida por
fotodetectores provistos de filtros 450/50 (laser violeta, fluorescencia azul: Hoechst 33342),
530/40 (laser azul, fluorescencia verde: YOPRO1), 613/20 (laser azul, fluorescencia roja:
ioduro de propidio) y 665/20 (laser rojo, fluorescencia roja: Mitotracker deep red). Los datos
se analizaron con el paquete estadistico R (http://www.r-project.org), utilizando modelos
lineales de efectos mixtos (efectos fijos: volumen de muestra y RFC; efectos aleatorios:
replicado). Los resultados se indican como mediatdesviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION
El coloide Androcoll permite una rapida preparacion y recuperacion de los espermatozoides,
ya que consta de una sola fase. Los espermatozoides recuperados en el pellet representan
una poblacién de células de mayor densidad, que es capaz de atravesar el coloide.
Coincidiendo con estudios previos (Dorado et al., 2013; Morrell et al. , 2009), la fraccién
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seleccionada mostr6 un mayor porcentaje de espermatozoides viables (YO-PRO-1’,
Figura 1a) y con mitocondrias activas (Mitotracker®, Figura 1b), asi como una menor
proporcién de espermatozoides "apoptéticos" (Figura 1c). Este ultimo parametro se estimé
como la proporcion de espermatozoides YO-PRO-1" (permeabilidad de membrana alterada)
dentro de la poblacién de viables (ratio de apoptosis). Las diferencias entre los distintos
protocolos respecto a la calidad espermatica fueron pequefias, aunque detectamos una
interaccion (P<0,05) entre la fraccion aislada (pellet vs. interfase) y las RCF (300xg y 600xg)
para viabilidad y actividad mitocondrial. Mientras que no hubo diferencias destacadas para
la interfase, el pellet mostré6 unos valores algo mayores para 300xg en actividad
mitocondrial  (89,0%%3,3 vs. 83,9%%6,5; P=0,008). En cuanto a recuperacién
(espermatozoides en el pellet / espermatozoides iniciales), obtuvimos como media
34,5%%13,3, con un numero absoluto de espermatozoides recuperados de 4,3%1,7
x10°mL™" para 300xg y 7,1+2,6 x10° mL" para 600xg (concentracion media del pool:
76,149,1 x10° mL'“). Si bien no hubo diferencias claras entre protocolos, encontramos una
interaccion significativa (P=0,028) entre las RCF y el volumen de muestra utilizado
(Figura 1d). Mientras que a 300xg los resultados fueron similares, aumentando a 600%g
paraddjicamente resulté en una ligera disminucién en la recuperacién cuando utilizamos
300 yL de muestra (P=0,037). Posiblemente, el aumento de RCF cause una formacion
rapida de la capa de interfase, impidiendo que los espermatozoides viables pasen
eficientemente al coloide si la cantidad de células es excesiva.

No existen muchos estudios en los que se utilice Androcoll con semen descongelado.
Dorado et al. (2013) obtuvieron una recuperacibn mayor que la nuestra en semen
descongelado de perro (63,3% vs. 34,5% de media), usando Androcoll-C (para perro). No
obstante, la viabilidad obtenida en la fracciéon seleccionada fue solo del 54% (87,0% en
nuestro caso). En rumiantes, Jiménez-Rabadan et al. (2012) utilizaron Androcoll-B (para
toro) con semen descongelado de cabra, obteniendo una recuperacién media menor que la
nuestra (13,6%%2,6). Estos autores obtuvieron parametros de viabilidady actividad
mitocondrial mejorados (antes de SLC: ~30% y ~0%; después: ~80% y ~55%). Las
diferencias con estos trabajos podrian deberse no solo a las especies, protocolos de
congelacion y tipos de Androcoll, sino también al tipo de muestras utilizadas en este trabajo,
obtenidas de la cola del epididimo (posiblemente mas resistentes a la criopreservacion y al
estrés que el semen eyaculado).

En conclusion, el Androcoll-O-S nos ha permitido, de una forma muy sencilla, recuperar una
poblacion de alta calidad a partir de dosis descongeladas de ciervo rojo. Este trabajo
confirma los resultados obtenidos anteriormente (Mata-Campuzano et al., 2013). Ademas,
hemos encontrado una dependencia entre las RCF y la cantidad de espermatozoides
aplicados, indicando que estos parametros deben ajustarse conjuntamente en los distintos
protocolos. Considerando los resultados de este trabajo y con una concentraciéon
espermatica similar, recomendariamos utilizar una columna por dosis de semen (~150 pL),
con 600xg como RCF que permite mayor recuperacion con una buena calidad en el pellet.
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Figura 1. Las subfiguras a-c muestran las diferencias de calidad entre la muestra sin
seleccionar (Control, C), los espermatozoides retenidos en la interfase (I) y los
espermatozoides seleccionados (pellet, P). Los asteriscos indican diferencias con el Control
(* P<0,05; *** P<0,001). La recuperacion de espermatozoides en el pellet (d) fue afectada
por una interaccion entre el volumen de muestra y las RCF. Se muestran medias+SEM.

EVALUATION OF THE ANDROCOLL™ COLLOID FOR THAWED SPERMATOZOA
SELECTION IN RED DEER

ABSTRACT: Selection of the optimal spermatozoa population is a necessary step in
reproductive techniques, and it increases the quality and resilience of spermatozoa.
Androcoll is a single-layer selection colloid that has been adapted to many species. We
tested Androcoll-O-S (for sheep and small volumes) for selecting cryopreserved
spermatozoa from red deer. Samples were collected from the cauda epididymis, frozen (20%
egg yolk, 8% glycerol) and selected post-thawing. We tested two sample volumes, 150 and
300 pL, and two RCF, 300 and 600xg (20 min), in a 1-mL Androcoll volume. Analysis (flow
cytometry, YO-PRO-1/propidium iodide/Mitotracker deep red) of selected cells (pellet)
resulted in improved viability (87.3%+10.9), mitochondrial activity (86.5%5.7) and apoptotic
ratio (4.8%+2.2) than the unselected control (61.4%+10.8, 56.1%%8.2, 8.9%+2.7), with 300xg
achieving slightly higher results for mitochondrial activity. Low quality spermatozoa (48.4%19,
39.4%%10.2, 9.9%+5.1) were retained in the interphase. Recovery (selected/unselected cells,
overall 29.1%+10.9) showed an interaction between volume and RCF, with increasing RCF
not improving recovery when using 300 yL at 600xg (26.2%%*10.1 vs. 34.3%*13.5 for
150 L), maybe because a higher number of cells at these RCF could impair that high-quality
cells enter the colloid. Androcoll-O-S is convenient and effective for selecting high-quality
spermatozoa from thawed red deer.

Keywords: red deer, Androcoll, recovery, sperm selection.
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EFECTO DE LA INHIBICION DE LA ACTIVIDAD AMINOPEPTIDASA DEL PLASMA
SEMINAL SOBRE LOS PARAMETROS DE CALIDAD SEMINAL EN CONEJO
Casares-Crespo, L., Talavan, A.M. y Viudes-de-Castro, M.P.
CITA-IVIA. Poligono de la Esperanza, n° 100. 12400. Segorbe (Castellon).
viudes_mar@gva.es

INTRODUCCION

El conejo es una especie de ovulacién inducida, por lo que en inseminacién artificial,
ademas de aplicar la dosis seminal, hay que inducir la ovulacion con un analogo sintético de
la GnRH. La utilizacion de diluyentes que incorporen el analogo de la GnRH a su
composicion, ademas de simplificar enormemente la técnica de inseminacion artificial, es
considerada una practica orientada al bienestar animal (Dal Bosco et al., 2011), ya que evita
el dolor que conlleva la administracion intramuscular de dicho compuesto. Sin embargo, la
eficacia del analogo en el diluyente dependera tanto de la absorcién del compuesto por la
mucosa vaginal como de la degradacién del mismo por parte de las enzimas presentes en el
plasma seminal (Vicente et al., 2011). Por ello, cuando el analogo de GnRH se afiade al
diluyente de inseminacion, la concentracion requerida para alcanzar unos niveles de
fertilidad similares a los obtenidos con la administracion intramuscular es mucho mas
elevada (en torno a diez veces mas). Se ha descrito la presencia de distintas
aminopeptidasas en el plasma seminal de mamiferos (Vanha-Perrtula, 1988; Agrawal and
Vanha-Perrtula, 1986; Ohkubo et al., 1994; Huang et al., 1997). En el caso del conejo se ha
observado que el origen genético afecta a la concentracion de aminopeptidasas presentes
en el plasma seminal (Viudes de Castro y Mocé, 2013). Ademas, cuando el analogo de la
GnRH es anadido al diluyente de inseminacién, su biodisponibilidad depende de la
concentracion de aminopeptidasas presentes en el plasma seminal (Viudes de Castro et al.,
2014). En este contexto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la inhibicion de
la actividad aminopeptidasa del plasma seminal de conejo sobre los parametros de calidad
seminal (motilidad e integridad del acrosoma).

MATERIAL Y METODOS
El experimento se llevo a cabo entre octubre y diciembre de 2014. Se utilizaron machos de
aptitud maternal (Neozelandés blanco A) y de aptitud carnica (linea sintética R) alojados en
la granja experimental del Centro de Investigacion y Tecnologia Animal de Segorbe (CITA-
IVIA, Castellon, Espafa). Se obtuvieron muestras seminales usando una vagina artificial. De
cada eyaculado se tomé una alicuota que fue diluida 1:5 con el diluyente TCG, descrito por
Viudes de Castro et al. (1999) y se hizo una primera evaluacién subjetiva de motilidad bajo
microscopio a 400 aumentos. Aquellos eyaculados con valores superiores al 70% de
motilidad se mezclaron y el resto se descartaron. Se utilizaron un total de 10 mezclas
heterospérmicas, 5 por linea. De cada mezcla se cogieron tres alicuotas. Una alicuota de 20
I se diluyo 1:50 con una solucion de glutaraldehido al 0,25% para calcular la concentracion
y la tasa de anormalidad morfoldgica, utilizando una camara Thoma bajo microscopio a 400
aumentos en contraste de fases. Con las otras dos alicuotas se evalud la motilidad mediante
un sistema computerizado de analisis de imagen (CASA, ISAS version 1.0.17, Proiser,
Valencia, Espafa) y la integridad del acrosoma mediante citometria de flujo en un citémetro
Epics XL-MCL (Beckman Coulter, IZASA, Barcelona, Espafia), utilizando los fluorocromos
FITC-PNA y yoduro de propidio. En el experimento se utilizaron cinco diluyentes diferentes,
TCG (control) y otros cuatro diluyentes experimentales que se prepararon afadiendo al TCG
un inhibidor de proteasas diferente cada vez (bestatina 10 uM, EDTA 20 mM, EDTA 30mM y
un coctel comercial de inhibidores de proteasas diluido 1:100 segun recomienda el
fabricante, Sigma-Aldrich). Las mezclas espermaticas se dividieron en cinco partes iguales y
se diluyeron con el diluyente correspondiente (dilucién 1:5; v:v). Se dejaron a temperatura
ambiente (20-25 °C) y protegidas de la luz durante dos horas. Tras ese tiempo, se tom6 una
alicuota para medir de nuevo la motilidad y la integridad del acrosoma y el resto fue utilizado
para analizar la actividad aminopeptidasa, para lo cual las muestras fueron centrifugadas a
10110 g durante 10 minutos a 22 °C, el sobrenadante obtenido se volvié a centrifugar en las
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mismas condiciones para eliminar espermatozoides residuales, y fue finalmente almacenado
a -80 °C hasta su posterior analisis. La actividad aminopeptidasa se midié de acuerdo con lo
descrito por Viudes-de-Castro et al. (2014). Este ensayo se basa en la fluorescencia de la -
naftilamida que es generada en la reaccion de hidrdlisis del sustrato, L-Ala-B-naftilamida,
que es hidrolizado por la enzima. Brevemente, las muestras fueron incubadas con el
sustrato durante 30 min a 37 °C, tras los cuales se detuvo la reacciéon con tampén acetato
0,1 M (pH 4,2). La B-naftilamida liberada como consecuencia de la actividad enzimatica se
cuantificéd fluorimétricamente a 460 nm de emision, con una excitacion de 355 nm. Los
valores de fluorescencia obtenidos con las muestras experimentales se transformaron en
picomoles de B-naftilamida liberada mediante la extrapolacién de sus valores en una recta
de calibracion previamente obtenida. Como la actividad enzimatica de una muestra esta
referida a la cantidad de proteina que contiene la misma, se llevd a cabo la cuantificacion de
proteina total de las muestras seminales mediante el método del acido bicinconinico (BCA)
utilizando BSA como patron de proteinas (Smith et al., 1985). La actividad enzimatica y
concentracion de proteina se midieron por triplicado. En el calculo del porcentaje de
inhibicién de la actividad aminopeptidasa se utilizé como referencia la actividad del grupo
control en cada caso.

El efecto del inhibidor y la linea del macho sobre la motilidad, la integridad del acrosoma y la
actividad aminopeptidasa fue analizado mediante un analisis de varianza, utilizandose el
paquete estadistico Statgraphics®Plus5.1 (Statistical Graphics Corp., Rockville, USA). Los
datos se presentan como medias minimo cuadraticas + error estandar de la media.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ya se habia demostrado previamente la existencia de actividad aminopeptidasa en el
plasma seminal del conejo (Viudes de Castro y Mocé, 2013; Viudes de Castro et al., 2014).
En el presente trabajo, la linea genética del macho no tuvo efecto significativo sobre ninguna
de las variables estudiadas. Los resultados del efecto de los distintos inhibidores de
aminopeptidasas sobre la motilidad, integridad del acrosoma e inhibicion de la actividad
aminopeptidasa se muestran en la Tabla 1. No se observaron diferencias significativas en
los resultados de calidad seminal entre los distintos diluyentes utilizados, siendo los valores
de motilidad e integridad del acrosoma tras dos horas de incubacion, similares en todos los
grupos. En lo que se refiere a la actividad aminopeptidasa, ésta era inhibida con todos lo
diluyentes experimentales utilizados, observandose diferencias significativas entre ellos. Los
diluyentes con EDTA en su composicion, a las concentraciones probadas, inhibian
significativamente menos la actividad aminopeptidasa que los otros diluyentes, situandose el
porcentaje de inhibicién por encima del 30%, mientras que con los diluyentes que contenian
bestatina y el coctel de inhibidores se obtuvieron valores de 63 y 65 % de inhibicion de la
actividad aminopeptidasa, respectivamente. En trabajos anteriores se ha observado que la
actividad aminopeptidasa del plasma seminal afectaba a la biodisponibilidad de acetato de
buserelina, cuando éste era afiadido al diluyente de inseminacion artificial (Viudes de Castro
et al., 2014). Por ello, la utilizacién de inhibidores de aminopeptidasas en la composicion de
los diluyentes de inseminacién artificial de conejo permitiria inactivar parte de las
aminopeptidasas presentes en el plasma seminal, lo cual, posiblemente disminuiria la
degradacion que sufre el analogo de la GnRH cuando es utilizado en el diluyente de
inseminacion. En conclusién, la utilizacién de inhibidores de la actividad aminopeptidasa en
los diluyentes de semen de conejo no afecta a la calidad seminal y reduce
considerablemente la actividad alanina aminopeptidasa. Sin embargo, serian necesarios
mas trabajos para evaluar si existe un efecto de los inhibidores de aminopeptidasas sobre
los resultados de fertilidad y prolificidad en la inseminacion artificial cuando este tipo de
sustancias son afadidas al diluyente, ya que en otras especies como el erizo de mar, la
adicion de bestatina al esperma afecté negativamente al proceso de fertilizacién (Yasuhara
et al., 1983).
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Tabla 1. Efecto de los distintos inhibidores sobre la motilidad, integridad del acrosoma e
inhibicién de la actividad aminopeptidasa tras 2 horas de incubacion.

Motilidad Integridad Acrosoma Inhibiclon actividad

Inhibidor alanina
(%) (%) aminopeptidasa (%)
EDTA 30 mM 85,2+1,6 91,5%1,2 33,17+ 2,58%
EDTA 20 mM 87,5+1,6 90,8%1,2 37,59+ 2,582
Coctel D 1:100 87,8+1,6 91,5+1,2 63,33+ 2,58°
Bestatina 10 yM 87,0+1,6 91,6+1,2 65,02+ 2,58°
Control (TCG) 87,3+1,6 91,3%1,2

2% valores con distinta letra en la misma columna difieren significativamente al 95% (P<0,05).

SEMINAL PLASMA AMINOPEPTIDASE ACTIVITY INHIBITION AND ITS EFFECT ON
SEMINAL QUALITY PARAMETERS IN RABBIT

ABSTRACT: GnRH analogues can be absorbed via mucosa less efficiently than via
parenteral. This difference may be due to the presence of enzymes in the seminal plasma.
These enzymes among which aminopeptidases are included, can condition the hormone
bioavailability when the induction of ovulation takes places using extenders with GnRH
analogue present in them. In this context, the aim of this study was to evaluate the inhibition
of aminopeptidase activity in the rabbit seminal plasma with various inhibitors (bestatin,
EDTA and a protease inhibitor cocktail of Sigma-Aldrich®) and study its effect on semen
quality. Results showed that the presence of inhibitors did not affect the motility neither the
acrosome integrity of the samples. On the other hand, the aminopeptidase activity was
inhibited by all extender tested. Extenders with bestatin and Sigma’s cocktail inhibited
significantly the seminal plasma aminopeptidase activity in a greater extent than EDTA
extenders (65 and 63% versus 38 and 33% for bestatin, cocktail, 20mM and 30mM EDTA,
respectively). In conclusion, since apparently they do not affect sperm quality and are able to
inhibited around the 60% of the seminal plasma aminopeptidase activity, the next step would
be to add bestatin or the protease inhibitor cocktail to the seminal extender with the hormone
and perform artificial insemination.

Keywords: aminopeptidase inhibitors, seminal plasma, rabbit.
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LA COMPOSICION DEL DILUYENTE INFLUYE EN LA DINAMICA DE LA FRAGMENTACION
DEL ADN ESPERMATICO EN EL MORUECO
Yaniz, J.L., J. Gosalvez, J. , Lépez-Fernandez, C., Santolaria, p.!
'Grupo de investigacion TECNOGAM, Instituto IUCA, Escuela Politécnica Superior de Huesca,
Universidad de Zaragoza, Ctra. Cuarte S/N 22071 Huesca. jyaniz@unizar.es

INTRODUCCION

Los espermatozoides que contienen ADN dafiado potencialmente pueden competir con los
espermatozoides con ADN normal, disminuyendo las tasas de éxito de la fecundacion. Altos niveles
de fragmentaciéon de ADN espermatico (SDF) se han asociado con peores resultados de
fecundacion de ovocitos, de gestacion y de calidad embrionaria (Tesarik et al., 2004; Virro et al.,
2004). La evaluacién de la SDF del semen utilizado con fines de reproduccion asistida tiene por lo
tanto interés (Gosalvez et al., 2011). La evaluacion de la dinamica de SDF por incubacion in vitro
proporciona informacion clave sobre los cambios de la integridad del ADN en los espermatozoides
maduros, que normalmente no son revelados en la evaluacion basal de SDF (Lépez-Fernandez et
al., 2008; Lépez-Fernandez et al., 2010). Como las diferencias en la calidad del ADN espermatico
se han relacionado con la capacidad fecundante del eyaculado (Sakkas et al., 1995; Evenson,
1999), la cinética de la fragmentacion del ADN puede ayudar a predecir la fertilidad potencial de
una muestra determinada.

La composicion de los medios utilizados para diluir muestras de semen puede tener un impacto
sobre la magnitud del dafio en el ADN y este aspecto debe ser estandarizado para una
determinada especie para obtener resultados fiables. En este estudio examinamos el efecto de
diferentes diluyentes en la dinamica SDF en espermatozoides de moruecos tras su incubacion
hasta las 24 h a 37°C.

MATERIAL Y METODOS

El semen de 24 eyaculados se recogié semanalmente con la ayuda de una vagina artificial de 6
moruecos adultos de la raza Rasa Aragonesa y se procesaron individualmente. Cada eyaculado se
diluyé hasta una concentracion de 800 x 10° espermatozoides/ml en 8 medios diferentes descritos
en estudios previos (Yaniz et al., 2005; Yaniz et al., 2011): basados en leche, TRIS, citrato, MOPS,
TES, HEPES vy fosfato, y el diluyente comercial INRA96®. Las muestras de semen diluido se
almacenaron en tubos de ensayo de vidrio y se incubaron a 37 °C en un bafio de agua. Alas 0, 3, 6
y 24 h de incubacion, el semen se diluyd hasta 20 x 10° espermatozoides/ml en PBS para evaluar
fragmentacion ADN espermatico mediante la técnica SCD (Sperm Chromatin Dispersion test,
Halotech-DNA, Madrid; Lopez-Fernandez et al.2008). Este test nos indica la presencia de roturas
de la cadena de ADN en el espermatozoide tras colocar la muestra en una matriz de agarosa y
someterla a un tratamiento quimico. Al analizar la muestra con el microscopio de fluorescencia, los
espermatozoides no fragmentados presentan halos compactos y pequefios, mientras que los que
tienen el ADN fragmentado presentan halos grandes y dispersos.

Los valores obtenidos se expresaron como media * error estandar de la media (SEM). Los andlisis
estadisticos se realizaron mediante el paquete SPSS version 15.0. El nivel de significacién
estadistica se fijo6 en P < 0,05. Las diferencias de SDC entre diluyentes para cada tiempo de
incubacién se evaluaron mediante analisis de varianza (ANOVA), seguidos por el test de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los efectos de los diluyentes y tiempo de incubacién en la SDF se muestran en la tabla 1. Se
obtuvieron SDFs significativamente superiores a 6 y 24 h de incubacién en el diluyente basado en
leche que en los medios basados en sistemas tampén (Tabla 1). A las 24 h de incubacion, el
semen diluido en el medio INRA96 también alcanz6é un SDF mayor que MOPS, TRIS, citrato y
fosfato (Tabla 1).

Las causas subyacentes del efecto del diluyente en la cinética de fragmentacion del ADN no estan
claras pero, dado que los diluyentes utilizados tienen diferente capacidad amortiguadora, las
fluctuaciones de pH podrian jugar un papel importante. De hecho, en este experimento se
evaluaron los cambios de pH de los medios durante la incubacion y se observaron diferencias
claras entre los diluyentes (datos no mostrados). El pH mas bajo de los medios basados en leche y
el INRA al final del periodo de incubacién son coincidentes con niveles mas altos de SDF en estos
diluyentes. Un estudio previo en los seres humanos demostr6 que la exposicion a pH acidos puede
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ocasionar dafios en el ADN (Santiso et al., 2012). Curiosamente, este efecto solo puede ser
evaluado cuando se realiza un enfoque experimental dinamico, pero el efecto negativo debe
tenerse en cuenta cuando es necesaria una entrega de semen a largas distancias para realizar la
inseminacion.
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Tabla 1. Efecto del diluyente sobre fragmentacién ADN espermatico (SDF) de semen de morueco
durante la incubacion a 37 °C.

Diluyente

h  leche INRA TRIS MOPS TES HEPES CIT P

SDF 0 38%0,95° 2,8+0,91° 241£0,65% 1,7#0,45° 1,9+0,51* 1,0£0,32° 1,6+0,23" 1,0£0,24°
(%)
3 51+1,60° 56+2,21° 1,4£0,45° 0,910,13° 1,3+0,32° 1,3+0,21% 0,3+0,14* 0,8+0,18"
6 11,0£1,83% 8,3%2,11®° 2240,54° 1,8£0,31° 2,0£0,61° 2,40,50™ 1,70,41° 1,50,55°

24 19,6+2,78° 14,5:1,51% 2,1:0,47° 3,0:0,86° 7,3%1,85% 8,2¢3,03" 3,24¢1,20° 2,7%1,1°

INRA: diluyente INRA-96% CIT: diluyente basado en citrato; P: diluyente basado en fosfato; **:
Diferentes entre filas, P < 0,05; X £+ SEM; n = 24.

DILUENT COMPOSITION AFFECTS THE DYNAMICS OF SPERM DNA FRAGMENTATION IN
RAM

ABSTRACT: This study was conducted to assess the effect of different semen extenders on the
dynamics of sperm DNA fragmentation (SDF) in ram. Second ejaculates from 6 adult males were
collected using an artificial vagina and diluted in either INRA-96®, milk, MOPS, TRIS, TES, HEPES,
citrate or phosphate-based extenders. Semen samples were incubated at 37 °C and the SDF were
assessed after 0, 3, 6 and 24 h intervals. Significantly higher SDF indexes were obtained at 6 h and
24 h of incubation in the milk-based diluent than in all the buffer-based extenders. At 24 h, sperm
diluted in INRA also reached a higher SDF than MOPS, TRIS, citrate, and phosphate-based
extenders. The diluent had a clear impact on the pH of the samples, with MILK and INRA obtaining
lower pH levels at the end of incubation period. It was concluded that the results of the dynamics of
sperm DNA fragmentation are highly dependent on the diluent employed during incubation at 37 °C,
and this should be taken into account in studies evaluating this parameter.

Keywords: sheep, semen, extender, DNA fragmentation

-377 -



AIDA (2015), XVI Jornadas sobre Produccion Animal, Tomo I, 378-380

IMPORTANCIA DE LA VALORACION DE PARAM,ETROS APOPTOTICOS EN
MUESTRAS SEMINALES PARA LA SELECCION DE SEMENTALES
Casao, A", Macias A2, Lavifia, A2, Cebrian-Pérez, J.A.", Muifio-Blanco, T'. y Pérez-Pé, R
'Dpto. Bioquimica y Biologia Molecular y Celular, Instituto de Investigacion en Ciencias
Ambientales de Aragon (IUCA), Facultad de Veterinaria, Miguel Servet 177, Zaragoza.
2ANGRA, Cabafera Real, s/n Zaragoza. adriana@unizar.es

INTRODUCCION

El objetivo de este estudio fue descubrir las razones de la baja fertilidad obtenida con
muestras espermaticas de moruecos que presentaban valores aceptables de
parametros estandar de calidad seminal (viabilidad y motilidad), y que se encontraban
incluidos en programas de mejora de la raza Rasa Aragonesa. Se analizaron varios
eyaculados de tres machos cuya fertilidad tras inseminacion artificial en campo fue
inferior al 45%, y se compararon con los de un macho que alcanzé un valor medio del
66%. Este estudio se centré especialmente en el analisis de marcadores apoptoticos,
ya que la presencia de espermatozoides apoptoéticos en las dosis seminales se ha
relacionado con problemas de infertilidad o baja fertilidad en varias especies (Said et
al., 2006; Anzar et al., 2002). Ademas, nuestro grupo de investigacion ha demostrado
que en semen ovino fresco existe un cierto porcentaje de espermatozoides que
presenta marcadores apoptoticos, como la translocacion de la fosfaditilserina, la
fragmentacion del ADN o la presencia de caspasas activas (Marti et al., 2008;
Mendoza et al., 2013), y que su analisis, junto con el de otros parametros como el
estado de capacitacion, permite revelar diferencias entre medios de diluciéon o
procesos de manipulacion o conservacién de dosis seminales que no resultaban
evidentes tras la evaluaciéon de los parametros rutinarios de calidad espermatica (Del
Valle et al., 2010). Asi, las diferencias encontradas en este estudio preliminar entre los
eyaculados de machos de alta y baja fertilidad permiten concluir que la evaluacion de
marcadores no rutinarios de calidad seminal resulta fundamental para mejorar la
prediccion de la capacidad fecundante de dichos eyaculados, y de este modo,
seleccionar adecuadamente a los sementales que van a ser incluidos en un programa
de mejora, con el consiguiente ahorro econémico y de tiempo.

MATERIAL Y METODOS

Moruecos adultos, de entre 2 y 4 afos, pertenecientes a la Asociacion Nacional de
Criadores de Ganado selecto de la raza Rasa Aragonesa (ANGRA) y de fertilidad
conocida se trasladaron a las instalaciones del Servicio de Experimentacion Animal
(SEA) en la Facultad de Veterinaria de Zaragoza. Los animales estudiados fueron un
macho de alta fertilidad en inseminacion artificial (A, fertilidad = 66%), y tres machos
de baja fertilidad (B1, B2 y B3, fertilidad = 36, 39 y 43 %, respectivamente).

Tras un periodo de adaptacion, se recogieron los primeros eyaculados de cada uno de
los machos mediante vagina artificial y de forma individual, dos veces por semana
durante un mes. Tras su obtencién, las muestras se diluyeron (1:100 v/v) en un medio
compuesto por 0,25 mol/L de sacarosa, 10 mmol/L Hepes, 2 mmol/L de KOH, 5
mmol/L de glucosa, 0,5 mol/L de NaH,PO, y 100 mmol/L de EGTA, y se analizd su
motilidad, viabilidad, parametros apoptoéticos (inversion de fosfatidilserina, activacion
de caspasas y dafo en el ADN) y estado de capacitacion.

La evaluacion de la motilidad se realizO mediante un sistema de andlisis
computerizado (ISAS 1.0.4; Proiser SL, Valencia, Spain). La determinacién de la
viabilidad (integridad de la membrana plasmatica) se llevd a cabo mediante la doble
tincion con diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) y ioduro de propidio (IP). La
traslocacion de fosfatidilserina (FS) se evalu6 con Anexina V-FITC en combinacién con
IP. Para la determinacion de la actividad de caspasas se utilizé el kit Vibrant FAM
Caspase-3 and -7 Assay (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) combinado con
homodimero de etidio. El dafio en el ADN se estudid6 mediante la técnica de TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl Transferase mediated-dUTP Nick End Labelling) usando el
kit In situ cell death detection kit, con fluoresceina (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemania). Todos estos parametros se analizaron por citometria de flujo.
La valoracién del estado de capacitacion se llevd a cabo mediante la tincion con
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clorotetraciclina (CTC) (Pérez-Pé et al. 2002), y se analizé mediante microscopia de
fluorescencia.

Los datos obtenidos se analizaron mediante chi-cuadrado, utilizando el programa IBM
SPSS Statistics 21 (IBM, Armonk, NY, Estados Unidos).

RESULTADOS Y DISCUSION
El analisis de los parametros de motilidad y viabilidad (integridad de membrana
plasmatica) no mostré diferencias significativas entre los moruecos estudiados. Sin
embargo, el estudio de los parametros apoptoticos reveld que el macho de alta
fertilidad (A) presentaba un porcentaje significativamente menor de espermatozoides
con inversion de fosfatidilserina (15,4 + 4.3 %) y dafio en el ADN (27,3 + 3,1 %) que
los machos B2y B3 (31,2 £ 8,1 % y 27,8 + 8,4 % de inversion de fosfatidilserina y 40,8
+45 % vy 38,5+ 1,1 % de dafio en el ADN para B2 y B3, respectivamente; P<0,05,
Fig. 1a y 1c). No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de
espermatozoides con caspasas activas entre los machos baja fertilidad (22,1 + 2,9 %,
274 £51 % y 27,9 + 3,7 % para B1, B2 y B3, respectivamente) y el macho de alta
fertilidad (23,9 + 2,9 %, Fig. 1b).
Por otro lado, el estudio del estado de capacitacion de los eyaculados, mediante la
tincion con CTC, revel6 que el morueco de alta fertilidad presentaba unos porcentajes
de espermatozoides capacitados significativamente menores (26,3 + 3,7 %) que los
tres machos de baja fertilidad (42,1 + 6,3 %, 39,1 £ 6,3 % y 52,0 + 6,0 %, para B1, B2
y B3, respectivamente; P<0,05, Fig. 2).
En base a los andlisis rutinarios de calidad seminal, es decir, motilidad e integridad de
membrana, junto como otros parametros de comportamiento, los machos B1, B2 y B3
habian sido incluidos como sementales en un programa de selecciéon y mejora de la
raza Rasa Aragonesa, dando como resultado unos valores de fertilidad muy bajos
cuando sus dosis seminales se usaron para inseminacion artificial. Una valoracién mas
exhaustiva de sus eyaculados, incluyendo otros parametros como los marcadores
apoptoticos, especialmente los niveles de inversion de fosfatidilserina y el dafio en el
ADN, asi como el grado de capacitacién espermatica, hubiese servido para descartar
a estos animales como sementales y evitar asi tanto los gastos econémicos como de
tiempo y esfuerzo, derivados de su mantenimiento, entrenamiento, preparaciéon de sus
dosis seminales, sincronizacion de las hembras e inseminacion artificial.
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Figura 1. Evaluacién de parametros apoptoticos en espermatozoides de machos
ovinos de alta (A) y baja (B1, B2 y B3) fertilidad. Media + SEM de n=5. a, b indica
P<0,05.

Capacitacion
804

g b

T 604

e b T

3 b

g

g4{ a

8 o

3 204

ES

c T T

A B1 B2 B3

Figura 2. Evaluacion del estado de capacitacion de espermatozoides de machos
ovinos de alta (A) y baja (B1, B2 y B3) fertilidad. Media + SEM de n=5. a, b indica P <
0,05

RELEVANCE OF THE EVALUATION OF APOPTOTIC PARAMETERS IN
EJACULATES FOR APROPIATE SELECTION OF OVINE MALES

ABSTRACT: The aim of this study was to discover the reasons for the low fertility
obtained after artificial insemination (<45%) with sperm samples from three rams (B3,
B1 y B2) that had acceptable values of standard semen quality parameters (viability
and motility). Comparisons of ejaculates of each animal with those of a male (A) who
reached high values of fertility (66%) showed no significant differences in motility and
viability (plasma membrane integrity) values between them. However, the study of
apoptotic parameters revealed that male A had a significantly lower percentage of
spermatozoa with inversion of phosphatidylserine (P <0.05) and DNA damage (P
<0.05) when compared with males B3 and B2, but not with B1. No significant
differences were observed in the percentage of spermatozoa with active caspases
among low fertility and high fertility rams. Analysis of the capacitation state revealed
that male A had a percentage of capacitated sperm significantly lower (P <0.05) than
males with low fertility. On the basis of these preliminary results it would be advisable
the inclusion of non-routine semen quality parameters in sire tests in order to improve
the prediction of their fertilizing ability.

Keywords: Apoptosis, capacitation, sperm fertility.
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ESTUDIO DE LOS NIVELES DE PROTAMINA1 Y FRAGMENTACION DEL DNA EN
ESPERMA DE MORUECO EXTRAIDO EN PRIMAVERA Y VERANO
Sanchez-Espada Al, Serrano M, Martin B, Arroyo F, Gonzalez C, Gosalvez J, y Roy R'.
'c/ Darwin 2. Universidad Auténoma de Madrid. 28049. rosa.roy@uam.es

INTRODUCCION
La cromatina del espermatozoide posee caracteristicas excepcionales, se presenta
altamente compactada y muy estable debido a los numerosos enlaces disulfuro que existen
en sus proteinas, las protaminas. Se ha descrito una alteracién de estas protaminas en
pacientes con distintos niveles de dafio en el DNA (Aoki et al., 2005). Por ello, se piensa que
una de las funciones que tendrian las protaminas seria la de proteger el DNA del
espermatozoide que tiene que ser introducido en el oocito (Oliva y Dixon, 1999). Una
protaminacién incompleta produciria un espermatozoide mas vulnerable al efecto de
agentes como las nucleasas, radicales libres o ciertos mutagenos (Sotolongo et al., 2003).
Hay estudios recientes en toro llevados a cabo por Ganguly et al., (2013) en los que se ha
visto un aumento de transcritos de PRM1 en espermatozoides con mayor motilidad. Por
todo esto, seria interesante determinar los niveles de mRNA de genes, como los de las
protaminas, relacionadas con la estructura de la cromatina del espermatozoide y que
podrian estar relacionadas con una mayor susceptibilidad a la fragmentacion, y asi poder
determinar con mayor exactitud el potencial fértil de una muestra seminal.
Entre las distintas pruebas que se pueden realizar, aquellas que determinan Ila
fragmentacion del DNA de los espermatozoides han adquirido una notable relevancia en los
Ultimos afos, ya que en muchos estudios indican que los espermatozoides con DNA
defectuoso, pueden tener morfologia, motilidad y capacidad de fecundacién normal, pero no
dar origen a gestaciones viables (Aitken y Krausz, 2001). Por tanto, seria légico pensar que
la transferencia de la molécula de DNA intacta del espermatozoide al 6vulo es clave para
que una fecundacion pueda llevarse a término, especialmente si tenemos en cuenta que,
hoy en dia, los procesos de reproduccién por monta natural en animales han sido sustituidos
en muchos casos por procesos de reproduccioén asistida, dadas sus ventajas para la mejora
genética, el aumento en la eficacia reproductora, el control y la prevencién de
enfermedades, y la reduccion en el nimero de sementales de ganaderia entre oftras
(Salamén, 1990).
En este trabajo hemos estudiado nuevos parametros que pueden ser usados en los analisis
de calidad seminal. Actualmente con la inseminacion artificial y con las nuevas metodologias
de reproduccion asistida es necesario de disponer de parametros que nos permitan predecir
con mayor precision el poder fecundante de una muestra seminal. Hemos analizado como
varian la fragmentacién de DNA vy la expresion de mRNA para la protamina 1 (PRM1) en
eyaculados extraidos en dos épocas distintas, con una variacion de temperatura y de horas
de luz entre ellas: primavera (mayo) y verano (agosto). Los resultados obtenidos muestran
que en los eyaculados obtenidos en verano presentan niveles mas bajos de fragmentacion
de DNA y niveles mas altos de PRM1.

MATERIAL Y METODOS

En este estudio han sido utilizadas muestras de espermatozoides frescas de 35 sementales
ovinos de Raza Manchega del centro ovino de Valdepefias. Todos ellos adultos (entre 2 y 4
afios) y adiestrados para la recogida seminal con vagina artificial con hembra sefiuelo. Se
hicieron 2 extracciones a los mismos sementales en fechas distintas: en primavera (“pri”), y
en verano (“ver”).

Extraccién de DNA, mRNA y obtencion del cDNA. A partir de muestras en las que se ha
eliminado el plasma seminal mediante centrifugacién. Se realizan dos lavados con una
solucion que contiene 110nM NaCl, 5mM KCIl y 10mM MOPS [pH 7,4]. EI DNA y RNA se
extrae con Trizol® LS Reagent (Invitrogen).

Indice de fragmentacién mediante SCDtest (Sperm Chromatin Dispersion test).Se ha usado
el kit Sperm-Halomax (Chromacell, SL, Madrid) que permite dispersar in situ la cromatina de
los espermatozoides, que han sido inmovilizados sobre microgeles adheridos a un
portaobjetos. Para establecer el indice de fragmentaciéon se cuentan 600 espermatozoides
con ayuda de un microscopio de fluorescencia (Figura 1). Se analizdé el porcentaje de
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espermatozoides con DNA fragmentado a partir de eyaculados frescos incubados a
diferentes tiempos (0 h, 1,30 h, 4,30 h, 24 h y 48h).

Caracterizaciéon del polimorfismo tipo SNP en el gen de la PRM1. Amplificacién del
fragmento de DNA que corresponde al gen de la PRM1. El tamafio del fragmento es 512pb
(acceso GenBank: FJ900270.1). El genotipo de 61 muestras se ha establecido mediante
secuenciacién Sanger en un secuenciador capilar ABI Prism 3730 (Applied Biosystems).
Real time- PCR (RT-gPCR). Los cebadores especificos para llevar a cabo la Q-PCR se
disefiaron a partir de la secuencia de PRM1 depositada en GenBank. Uno de los cebadores
estaba disefiado entre los dos exones, para evitar amplificar DNA genémico. Se utilizd
SYBR Green vy el ciclo utilizado fue: 40 ciclos de 3 min a 95°C, 15 s a 95°C y 30 s a 60°C
para la desnaturalizacion, anillamiento y extension respectivamente.

Analisis estadisticos. Se utilizé el procedimiento de modelos lineales mixtos (MIXED) del
paquete estadistico SAS (SAS Version 9.3; SAS Inst. Inc.,, Cary, NC). El umbral de
significacion establecido fue 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
La fragmentacion de DNA aumenta con el tiempo transcurrido desde la eyaculaciéon hasta
las 48 horas de incubacién. A tiempo 0 h, los niveles de fragmentaciéon son muy bajos (entre
el 2-3%) y es lo que llamamos fragmentacion basal y equivaldria a la fragmentacion debida
a factores enddégenos principalmente. En ambas épocas la fragmentacién basal es muy
similar, pero al estudiarla de forma dinamica vemos que en todos los tiempos de incubacion
obtenemos mayores niveles de fragmentacion en las muestras obtenidas en primavera
(Figura 1).

Fragmentado
scot o M

100 -,

- ,__L’J/ f-
ver
pri No Fragmentado

Oh  1.30h 4.30h 24h  48h

Z

Indice de fragmentacion

Tiempo

Figura 1. A) Evolucién del indice de fragmentacion medio para muestras extraidas en verano (ver) y
en primavera (pri), a diferentes tiempos con la técnica SCDt B) Espermatozoide con halo
(fragmentado).

Al comparar la expresion del gen de la PRM1 en las dos fechas de colecta (primavera y
verano), hemos observado que la tasa de expresion del gen PRM1 sufre un aumento en las
muestras recogidas en verano frente a las de primavera (FC = 1,4). Esto podria relacionarse
con el fotoperiodo, con el acortamiento de los dias que ocurre desde el solsticio de verano.
En primavera seria una época mas desfavorable reproductivamente que el verano. Hay
estudios recientes en toro llevados a cabo por Ganguly et al., (2013) en los que se ha visto
un aumento de transcritos de PRM1 en espermatozoides con mayor motilidad. Por tanto un
aumento de transcritos de PRM1 podrian tener relacién con una mayor la calidad seminal.

Se caracterizdé un SNP (C/T) detectado en el gen de la PRM1 ovina. De los 35 moruecos de
los que disponiamos de muestras de semen no obtuvimos ningun individuo homocigoto para
el alelo C. Ampliamos la muestra con 26 animales mas y obtuvimos 4 CC (Figura 2). Este
genotipo estd en muy baja frecuencia. Debido a que esta transiciébn ocurre en la zona
intronica, pensabamos que no deberia tener un efecto, pero el hecho de no encontrar
individuos CC en el centro de inseminacién, puede indicar que tiene cierto efecto negativo.

Para los resultados de fragmentacion obtenidos con la técnica SCDt, el efecto de la
interaccion genotipo del SNP detectado en el gen PRM71 y la fecha de colecta
(genotipo*fecha colecta) fue altamente significativo (p<0,0001), al igual que el efecto del
tiempo (time) en que se midi6 la fragmentacion (p<0,0001). En la tabla 1 se muestra el
efecto de cada polimorfismo de la protamina en cada fecha (primavera o verano). Para el
nivel de fragmentacion del DNA espermatico, el genotipo TT del gen de la protamina 1
presentd un indice de fragmentacion significativamente (p<0,0001) superior, 9,8% mas de
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espermatozoides con DNA fragmentado, en las muestras tomadas en primavera (pri) frente
a las colectadas en verano (ver). También para el genotipo CT el indice de fragmentacién en
las muestras de primavera fue significativamente (p<0,01) superior, 4,7% que la de las de
verano. Los individuos TT presentan mayores diferencias en fragmentacion dependientes de
la época de colecta del semen que los heterocigotos CT. Asi pues el genotipo del gen de la
PRM1 podria estar relacionado con una mayor o menor fragmentacion del DNA. Si estos
resultados se confirman con un mayor nimero de muestras, este marcador podria ser
utilizado para la selecciéon de sementales con una mejor calidad espermatica.

IProtaminal C/T, o

(Genotipo N Freq
T cC 2l 0.066
-y 26 0.508
. W, T 31 0.426

- = i A Alelo
' i IFH IOJS
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Figura 2. Cromatograma del polimorfismo detectado en el gen de la PRM1 y las frecuencias
genotipicas y alélicas en 61 machos de raza manchega.

Tabla 1. Contrastes genotipo*fecha colecta (primavera-verano)
ES: error estandar, DF: grados de libertad

Estimadores contrastes

Técnica | Contraste Estimador ES DF Valort Pr>|f
SCDt CTver-CTpri -4,7720 1,7164 291 -2,78 0,0058
TTver-TTpri  -9,8674 1,6459 291 -6,00 <,0001
CTver-TTver 1,9374 2,1955 291 0,88 0,3783
CTpri-TTpri  -3,1579 2,1886 291 -1,44 0,1501
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STUDY OF PROTAMINE1 LEVELS AND DNA FRAGMENTATION IN SPERM OF RAMS
OBTAINED IN SPRING AND SUMMER

ABSTRACT: DNA damage is a proven infertility cause and causes problems in the
developing embryo. It has been suggested that DNA integrity may be a marker more related
to sperm quality. The evolution in time of this damage could be different depending on the
degree and type of protamine forming sperm chromatin. These two parameters were studied
on ejaculates obtained in spring and summer in 35 Manchega rams. We used the Sperm
Chromatin Dispersion technique to measure DNA fragmentation and levels of mRNA for
PRM1 by Q-PCR. An SNP C215T gene was detected in the PRM1 to see its possible
relation to fragmentation and expression throughout the year. There are differences of
expression within the same genotype in spring (pri) and summer (ver). In spring PRM1 gene
expression decreases regardless of genotype. DNA fragmentation increases in spring, being
higher in TT genotype males and lower in CT genotype ones. This variation in expression
could be due to the action of photoperiod, This study could serve to obtain samples of better
quality during the summer, selecting the best rams for using in Al.

Keywords: Protamine 1, DNA fragmentation, Fertility.
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ANALISIS DE LA CROMATINA EN ESPERMATOZOIDES DE BUFO CALAMITA

Pardal, S., Crespo-Félez, |., Mata-Campuzano, M., Martinez-Pastor, F. y Arregui, L.
INDEGSAL, Universidad de Ledn, 24071 Ledn, Espania, felipe.martinez@unileon.es

INTRODUCCION

La cria en cautividad de anfibios tiene una importancia creciente, ya que las poblaciones
silvestres se encuentran en su mayor parte amenazadas o en retroceso (Tascon, 2003,
Gascon et al., 2005). Ademas, el desarrollo de técnicas de reproduccién asistida tiene un
papel fundamental para solventar los problemas de reproduccion en cautividad y para
permitir una adecuada la gestion genética, contribuyendo asi a la conservacion de estas
especies. Un factor importante para la fertilidad espermatica es la integridad de la cromatina.
En mamiferos, las causas mas comunes que afectan a la estructura de cromatina,
principalmente causando fragmentacion del ADN son: el estrés oxidativo —provocado por
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Akiten et al., 2010)—, la exposicidon a contaminantes,
el aumento de la temperatura testicular normal y la edad (Agarwal et al., 2003). Para poder
identificar estos dafios de forma adecuada, es necesario disponer de un método preciso,
repetible y que sea rapido y asequible. En el caso de los anfibios, sélo existe una
publicaciéon que aplica el test de dispersion de la cromatina espermatica (SCD) en un anuro
modelo (Pollock et al., 2014). Sin embargo, el sperm chromatin structure assay (SCSA), que
se considera el test mas fiable y repetible hasta el momento (Evenson, 2013), nunca se ha
utilizado en una especie de este grupo. El objetivo de este trabajo fue testar y poner a punto
un protocolo de SCSA en un anuro ibérico. El estudio de la fragmentacion del ADN
espermatico y su dinamica es una herramienta importante para la conservacion de los
anfibios y en estudios sobre biologia evolutiva de estas especies.

MATERIAL Y METODOS

Los reactivos generales fueron comprados a Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.), y el naranja de
acridina fue comprado a Polysciences (Warrington, PA, USA). Se utilizaron 14 machos de
Bufo calamita, que fueron capturados en el campo y mantenidos en cautividad hasta el fin de
los experimentos. Para la induccion de la espermiacién cada macho recibié una inyeccién
intraperitoneal con 10 IU de gonadotropina corionica humana por gramo de peso. Se
analizaron 2 recogidas de orina espermatica, separadas por 2 h, mediante estimulacién de
la miccidon o introduciendo un catéter a través de la cloaca. La concentracién de cada
muestra se estimé en un hemocitometro, y se alicuotaron aproximadamente 2 millones de
células en tubos con TNE (Tris-NaCI-EDTA). Estos tubos se congelaron y se mantuvieron a -
80 °C. El analisis se realizd segun Evenson y Jost (2000). Brevemente, 200 uL de muestra
se trataron con 400 pL de solucién acida-detergente (150 mM NaCl, 0,1% Triton X-100,
80 mM HCI, pH 1,2) durante 30 s, afiadiéndose entonces una solucion de tincion (150 mM
NaCl, 100 mM &cido citrico, 200 mM Na;HPO,4, 1 mM EDTA). A los 3 min las muestras se
analizaron en un citometro FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, USA), utilizando un
laser azul (488 nm) y fotodetectores para fluorescencia roja (670LP) y verde (530/30). Se
analizaron 5.000 eventos, analizando los datos con el paquete estadistico R (http://www.r-
project.org) para obtener los parametros del SCSA SD-DFI (desv. est. del DNA
Fragmentation Index), %DFI (fragmentacion del ADN) y %HDS (compactacion de la
cromatina) (Evenson y Jost, 2000; Evenson, 2013). Estos datos se analizaron mediante
modelos lineares de efectos mixtos y mediante analisis de componentes principales (para
estudiar el comportamiento de cada macho de acuerdo con los resultados en ambas
recogidas). Los resultados se indican como mediatdesviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION
La técnica SCSA pudo ser utilizada para analizar los espermatozoides de B. calamita,
obteniéndose los parametros correspondientes. Los resultados mostraron una gran
heterogeneidad entre machos y orden de recogida de muestra (figuras 1a y 1b). En la
primera recogida, observamos valores de fragmentacion e inmadurez bajos a moderados,
de acuerdo con los datos disponibles en mamiferos (Evenson, 2014), que sugieren que
valores de %DFI>30% y %HDS>15% estan asociados a infertilidad. No obstante, tanto las
estrategias reproductivas como la estructura de la cromatina espermatica son muy
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diferentes entre anfibios y mamiferos (Ausié et al., 2007), por lo que cualquier extrapolacion
seria, por ahora, aventurada. Los datos de %DFI (Figura 1a) fueron los més heterogéneos.
La mayor parte de las muestras proporcionaron valores muy por debajo del 10% (2,6%%2,0)
en la primera recogida, excepto un grupo que presentd valores algo mas elevados
(14,3%+3,4). En la segunda recogida, la mayor parte de los machos produjeron muestras
con %DFI menor (2,6%+2,3; P=0,005). En cambio, los valores de %HDS (Figura 1b) fueron
en general similares tanto entre machos como entre recogidas (6,2%%1,7). Estos datos
indican que podemos conseguir espermatozoides maduros de B. calamita incluso en
recogidas sucesivas, y que esta caracteristica es comun a distintos machos. En cuanto a los
datos de fragmentacién, éstos podrian reflejar una heterogeneidad de la poblacion
espermatica en algunos machos. Es posible que en la primera recogida haya una mayor
proporcién de espermatozoides senescentes, los cuales se eliminarian principalmente en
esa recogida, presentandose en menor proporcion en las siguientes recogidas. No podemos
descartar que los machos con bajo %DFI| hubiesen eliminado esos espermatozoides
espontaneamente antes de realizar las recogidas.

El analisis de componentes principales (PCA, Figura 1c) permitié caracterizar a los machos
segun los resultados obtenidos en ambas recogidas. Comprobamos que %HDS vy las
variables relacionadas con la fragmentacion SD-DFI y %DFI eran casi ortogonales,
indicando que la compactacion y la fragmentacién espermatica son caracteristicas
independientes, como ha sido indicado anteriormente (Evenson, 2013; Mata-Campuzano et
al., 2014). El PCA permitié agrupar a los machos en tres conjuntos segun su cercania en el
espacio multidimensional definido por las tres variables en los dos tiempos de recogida. Asi,
el conjunto 1 agrupd a los machos con bajo %DFI en ambas recogidas. El conjunto 2 agrupé
2 machos con el %HDS mas bajo en la segunda recogida. En el conjunto 3 se agruparon
machos con %DF| moderado en la primera recogida. Dos machos quedaron excluidos al
presentar los valores mas elevados de %DFI (G) o %HDS (K). La evaluacion de la cromatina
espermatica mediante SCSA, nos indicé que los espermatozoides de los machos de B.
calamita utilizados en el estudio tenian en general unos niveles de fragmentacién del ADN y
de compactacion aceptables, mejorando en una segunda recogida. Ademas, los datos
obtenidos en esta técnica nos permitieron clasificar a los machos de acuerdo con el estado
de la cromatina espermatica en las recogidas sucesivas. Este tipo de analisis podrian ser
utilizados para evaluar el impacto de distintos factores (manejo, contaminantes, etc.), asi
como en posibles técnicas de manejo reproductivo en anfibios.
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Figura 1. Proporcién de espermatozoides con fragmentacion del ADN espermatico (%DFI,
a) o compactacion-inmadurez de la cromatina (%HDS, b) en muestras de 14 machos (A-J)
procedentes de dos recogidas separadas por 2 h. En cuanto a la fragmentacién del ADN, se
observa una gran heterogeneidad entre machos y entre ambas recogidas. La subfigura ¢
muestra el resultado de un analisis de componentes principales utilizando las variables SD-
DFI, %DFl y %HDS en las dos recogidas (1, 2). Destaca la distinta distribucion de los
machos y la independencia (ortogonalidad) entre las variables relacionadas con la
fragmentacion (SD-DFI y %DFI) y %HDS.

ANALYSIS OF THE CHROMATIN OF BuFo cALAMITA SPERMATOZOA

ABSTRACT: The application of reproductive techniques is important for the conservation and
farming of amphibians. Studies on the status of sperm chromatin are lacking on this group.
Therefore, we have tested the sperm chromatin structure assay (SCSA) on 14 males of Bufo
calamita spermatozoa. Spermiation was induced by hCG, and spermatozoa were analyzed in
two successive collections separated by 2 h. DNA fragmentation (%DFI) was low or
moderate, below cut-off values for mammals (30%), with males showing a great
heterogeneity. Moderate values decreased in the second collection. Chromatin compaction
(%HDS) was more homogeneous between males and mostly below 10%. A principal
components analysis with SD-DFI, %DFI and %HDS at both collection times allowed to
classify the males according their sperm chromatin characteristics and changes between
recovery times. Moreover, fragmentation (SD-DFI and %DFI) and compaction (%HDS) were
largely independent variables. SCSA could be useful for studying amphibian sperm
chromatin for different purposes and regarding the application of reproductive techniques.

Keywords: Bufo, amphibians, SCSA, sperm chromatin.
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EVALUACION DEL ACTIVADOR DE PLASMINOGENO TIPO UROQUINASA EN
MUESTRAS SEMINALES PORCINAS
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INTRODUCCION
El sistema plasmindgeno-plasmina es uno de los sistemas mas importantes con actividad
proteasa en el ambiente extracelular. Es un sistema complejo donde intervienen moléculas
activadoras, tipo uroquinasa (uPA) vy tipo tisular (tPA), e inhibidoras (PAI-1 y PAI-2). Este
sistema esta relacionado con diferentes aspectos de la funcion reproductiva del macho,
interviniendo en los procesos de espermatogénesis, capacitacion, reaccion acrosémica y
fecundacion (Le Magueresse-Battistoni, 2007; Liu, 2007, Coy et al., 2012, Mondejar et al.,
2012, Grullon et al., 2013).
En diversos estudios en la especie humana se han medido los valores de uPA en las
muestras seminales y se han relacionado con parametros de calidad seminal y la fertilidad
(Van Dreden et al., 1991, Espana et al., 1993, Arnaud et al., 1994, Liu et al., 1996, He et al.,
1999, Wang et al., 2006, Ebisch et al., 2007, Liu 2007, Van Dreden et al., 2007). Sin
embargo, no se dispone de informacién suficiente sobre los valores de uPA en muestras
seminales porcinas ni sobre la importancia que esta proteina podria tener en la funcion
reproductiva.
El objetivo por tanto del presente estudio fue evaluar la concentracion de uPA en plasma
seminal y espermatozoides de verracos fértiles y analizar la posible relacion con los
parametros de funcionalidad espermatica.

MATERIAL Y METODOS
Se obtuvieron un total de 21 eyaculados de 6 verracos de fertilidad probada procedentes de
un centro de inseminacién artificial situado en la Regién de Murcia. Se evaluaron los
parametros seminales de las muestras en términos de concentracién espermatica, motilidad
(CASA), viabilidad mediante tincion de eosina-nigrosina, morfologia y estado del acrosoma.
Se centrifugé (3000 g 10 min) una alicuota de un mL de cada muestra para separar el
plasma seminal de los espermatozoides. El plasma seminal y el extracto resultante de la
sonicacion de los espermatozoides en tampoén de lisis con tritdbn X-100 (1%), mediante el
empleo de un sonicador digital (Branson Ultrasonics, Dambury, USA) a una amplitud del
20% vy durante 20 segundos sobre bafio de hielo, fueron conservados a -80 °C hasta la
medicion de la concentracion de uPA.
La determinacion de la concentracion de uPA en plasma seminal y espermatozoides se
realizd mediante un test Elisa (SEA140Po. Uscn Life Science Inc., Wuhan, China). Los
resultados se expresaron en ng de uPA/mL, asi como ng/10® espermatozoides. La presencia
de uPA en las muestras seminales fue confirmada mediante un estudio de electroforesis
SDS-PAGE, seguido de un andlisis de Western blot que permitié detectar la proteina uPA
que tiene un peso molecular de aproximadamente 53 kDa.
Los datos se muestran como media + error estandar de la media. Se aplicé un analisis de
correlacién de Pearson para relacionar los diferentes parametros estudiados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de uPA detectados en plasma seminal y espermatozoides (Tabla 1) son, segun
la informacién disponible hasta la fecha, la primera referencia en la especie porcina, donde
unicamente se dispone de los datos de la valoracién de la actividad enzimatica (Smokovitis
et al., 1987, Zervos et al., 2010).

La concentracion de uPa en plasma seminal (17,64+0,60 ng/mL) se encuentra en un rango
similar al descrito por diversos autores que analizan muestras humanas (15,5- 32 ng/mL)
(Maier et al., 1991, Espana et al., 1993, He et al., 1999, Van Dreden et al., 2007). Al estudiar
la posible relacién con los parametros seminales observamos una relacion directa con la
viabilidad, motilidad total, motilidad progresiva y la morfologia espermatica normal (Tabla 1,
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p<0,05). Mientras que se detecta una relacion inversa con la presencia de gotas
citoplasmicas proximales y colas en latigo (Tabla 1, p<0,05). En la especie humana algunos
autores han descrito valores de uPA en plasma seminal superiores en muestras
normozoospermicas en comparacion con muestras oligo o/y astenozoospermicas (Maier et
al.,, 1991, Arnaud et al., 1994, Huang et al., 1997, Wang et al., 2006), asi como una relacion
positiva entre el contenido de uPA y la motilidad y la viabilidad espermatica (Wang et al.,
2006).

La concentracion de uPA en el espermatozoide (4,81+0,31 ng/mL y 1,33+0,22 ng/107
espermatozoides) presenta unos valores mucho mas reducidos (del orden de 10 veces
menos) que los descritos en la especie humana en el rango entre 1,6 y 7,7 ng/10°
espermatozoides (Maier et al., 1991). Previamente se ha descrito que la actividad activadora
del plasminogeno (PPA) asociada a la uPA en plasma seminal y espermatozoides era
superior en la especie humana que en la porcina (Smokovitis et al., 1987). Estas diferencias
pudieran estar relacionadas con el hecho de que en espermatozoides humanos se ha
detectado mediante técnicas inmunolégicas la presencia de uPA en la membrana plasmética
y acrosomal externa, mientras que en los espermatozoides porcinos Unicamente se detecta
en la membrana plasmatica (Smokovitis et al., 1992). Por otra parte, no se encontrd una
correlacion significativa entre la concentracion de uPA en el espermatozoide y los
parametros de funcionalidad espermatica con excepcion de las gotas citoplasmicas distales,
velocidad curvilinea (VCL) y amplitud del desplazamiento lateral (ALH; Tabla 1. p<0.05).
Estos resultados ponen de manifiesto la participacion de uPA en la funcionalidad
espermatica. Es necesario profundizar en el estudio el complejo sistema plasmin6geno-
plasmina incluyendo sus activadores e inhibidores para poder comprender la verdadera
importancia funcional de este sistema en los procesos reproductivos.
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Tabla 1. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los valores de uPA en plasma
seminal y espermatozoides y diversos parametros de funcionalidad espermatica.

Mediatsem uPA uPA uPA

Plasma Espermatozoide Espermatozoide

Seminal (ng/mL) (ng/10” células)

(ng/mL)

Viabilidad (%) 78,02+2,50 0,54* 0,39 0,17
Motilidad (%) 70,28+2,55 0,51* 0,31 0,25
Motilidad prog. (%)  51,53+4,04 0,47* 0,07 0,09
Morfologia (%) 91,79+2,21 0,79* -0,04 -0,24
Gota Proximal (%) 2,20+1,33 -0,88* -0,10 0,11
Gota Distal (%) 2,03+0,62 0,15 0,44 0,72*
Cola latigo (%) 2,111,06 -0,84* -0,05 0,14
Acrosoma (%) 83,49+2,94 0,44 0,18 0,18
VCL (um/s) 71,1£3,44 0,12 0,52* 0,13
ALH (um) 1,74+0,13 0,20 0,43* 0,10

*Probabilidad <0,05; **Probabilidad <0,01

UROKINASE-TYPE PLASMINOGEN ACTIVATOR MEASUREMENT IN PORCINE
SEMINAL SAMPLES

ABSTRACT: Plasminogen-plasmin system has been related to different process of the male
reproductive function, as spermatogenesis, sperm capacitation, and fertilization. However,
the specific role and importance of uPA for the pig male reproductive function is not well
known. The concentration of uPA in seminal plasma (17.64 + 0.60 ng/mL) and spermatozoa
(4,812£0.31 ng/mL and 1,33+0.22 ng/10” spermatozoa) were measured in 21 seminal boar
samples. A positive relationship between uPA concentration in seminal plasma and sperm
functional parameters (motility, viability and morphology) were found (p<0.05). On the other
hand the uPA concentration in the spermatozoa was related to the presence of cytoplasmic
droplets and CASA motility parameters as curvilinear velocity (VCL) and amplitude of lateral
head displacement (ALH). In our knowledge, it is the first report of the measurement of
urokinase in porcine seminal plasma and spermatozoa.

Keywords: sperm parameters, pig, urokinase
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INTRODUCCION

La estacion, principalmente mediante la influencia de la temperatura y del fotoperiodo influye
sobre un conjunto importante de variables reproductivas de la cerda (Enne y Greppi, 1993 ;
Daza, 2000). El estrés calérico genera desviaciones importantes en el estado hormonal de la
cerda. Temperaturas postdestete proximas a 27°C aumentan los niveles de
corticoesteroides en sangre y la produccién de catecolaminas que estimulan la liberacion de
ACTH segun un patron de retroalimentacion positivo ACTH-corticoesteroides de la corteza
adrenal que impide la ovulacidon mediante la inhibicién de la LH y el estradiol (Fialho et al.,
2004). El efecto estresante de las temperaturas elevadas deriva en que el sistema nervioso
central al responder al estrés, via eje adrenal, inhiba la secrecion de G,RH y, como
consecuencia, la liberacion de gonadotropinas. La respuesta del organismo a reducir la
temperatura corporal deriva en una reduccion del flujo sanguineo del utero, oviductos y
ovarios, apareciendo subnutricion de los embriones y afectando negativamente a la
implantacién de los mismos en la pared uterina (Fialho et al., 2004 ; Sutherland et al., 2006 ;
Cérdova et al., 2007). En el presente estudio, de tipo descriptivo, se estudia el efecto de la
estacion de cubricion sobre las variables reproductivas de cerdas en el marco productivo de
dos explotaciones de Aragoén.

MATERIAL Y METODOS.

El trabajo se desarrollbé en dos explotaciones situadas en Valderrobles (Teruel) (latitud: 40°,
55’, 31" N y temperaturas medias de julio y agosto proximas a los 23°C) En una de ellas, de
seleccion, cuya base animal responde a cerdas Landrace (LR) y machos conformados Large
White (LW) (explotacién V) se controlaron 372 partos y en otra, de produccién, que adquiere
hembras Large White x Landrace de la primera y utiliza machos terminales Duroc (D)
(explotacion A) se controlaron 1.362 partos. En ambas explotaciones se recabaron datos
productivos de fertilidad (F) [(cerdas paridas/cerdas puestas a cubricién al primer celo
postdestete) x 100], lechones nacidos (LN), nacidos vivos, (LNV), nacidos muertos (LNM),
lechones destetados (LD), repeticiones de celo postdestete (RC) e intervalo destete-
cubricion fértil (IDCF) a lo largo del afio 2013. El manejo alimenticio e higiosanitario de
cerdas y lechones fue similar en las dos explotaciones, las cuales disponen de ventilacion
dinamica y de refrigeracién por humectacion en maternidad y cubriciéon-control —gestacion.
Las explotaciones se manejan por lotes con un desfase entre ellos de una semana, por lo
que la unidad experimental considerada en este experimento ha sido el lote semanal de
cerdas. Los datos obtenidos se estudiaron mediante analisis de covarianza que incluia como
efectos principales la explotacién y la época de parto, la interaccion entre ambos factores y
el tamafo del lote de cerdas como covariable, que fue retirado del modelo al no ser
significativo. También, mediante regresion simple, se relacionan varias variables
reproductivas. Los analisis se realizaron mediante el paquete estadistico SPSS-16

RESULTADOS Y DISCUSION
De los resultados de la Tabla 1 se deduce una mayor productividad de la explotaciéon V, en
términos de lechones destetados por ciclo, debido a su mayor prolificidad. Este resultado
puede explicarse porque la base animal de la explotacion V son cerdas LR de elevada
prolificidad y machos LW conformados que generan madres (LW x LR) para la explotacién A
en donde se utiliza como macho terminal al D. También puede observarse como la fertilidad
se reduce en las cubriciones de primavera y verano como consecuencia probable de las
elevadas temperaturas acontecidas en la nave de cubricion-control. El menor numero medio
de repeticiones de celo y, por ende, el intervalo medio destete-cubricion fértil mas corto
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correspondieron a las cubriciones de invierno. Sin embargo, la estacion de cubricién no tuvo
efecto significativo sobre el resto de las variables reproductivas y de mortalidad de lechones.
El tamafo del lote no tuvo influencia sobre las variables reproductivas. La interaccion
explotacion (E) x época de cubriciéon (EC) para la variable LNV detecté que en la explotacion
A hubo diferencias segun estacion mientras que en la V no se observé efecto de la estacion
sobre el numero de lechones nacidos vivos.

La relacion encontrada entre LNM y LN respondi6 a la ecuacion:

LNM =-1,18 + 0,17 LN (R*= 0,21, RSD = 0,39, P<0,0001).

Asi mismo, la relacion MND % y LNV se ajusto6 a la ecuacion:

MND (%) = - 28,97 + 3,41 LNV (R*=0,37, RSD = 5,1, P<0,0001)

La mayoria de los experimentos al respecto han observado mayores intervalos desdete-
cubricién fértil en verano que en el resto de las estaciones del afio debido al efecto negativo
de las elevadas temperaturas sobre la aparicion del celo (Clark et al., 1986 ; Hancock, 1988)
aspecto que ha sido observado en el presente estudio, aunque no faltan experimentos
realizados en Aragon (Daza et al., 1989) que no han encontrado efecto de la estacion de
parto sobre la duracién del intervalo cubriciéon fértil subsiguiente cuando se controlaba
adecuadamente la temperatura en cubricion -control desde mayo a septiembre. La duracion
mas reducida de los intervalos destete-cubricion fértil de invierno podria explicarse por el
efecto positivo sobre la actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario del incipiente
fotoperiodo creciente (Hughes y Varley, 1983), efecto que podria ser anulado en primavera y
verano por las elevadas temperaturas. A tenor de los resultados obtenidos en este
experimento, se concluye que parece necesario mejorar los sistemas de refrigeracién en las
explotaciones porcinas, en lo que concierne al disefio, calculo y mantenimiento, con el fin de
optimizar la fertilidad en primavera-verano de las cerdas reproductoras.

Tabla 1. |Influencia de la explotacion (E) y de la época de cubricion (EC) sobre los
resultados reproductivos.
n F% LN LNV LNM LD MN MND RC IDCF
% % (dias)

E
A 52 82,76° 11,6° 10,76 0,84 9,85° 7,28 812 395 11,71°
\" 45 87,64*° 12,16 11,18 1,01 10,29° 8,03 9,15 0,85° 9,23°
sem 1,68 0,16 0,16 0,01 0,12 0,80 0,97 0,27 0,63
EC

Otoflo 26 86,83° 11,70 10,86 0,83 9,93 7,11 91 211® 10,23®
Veran 22 8229° 1218 11,28 0,96 10,38 7,74 84 3,15 1240°
Invier 24 90,22° 1210 11,2 0,89 10,15 7,35 9,07 1,63° 8,69°
Prima 25 81,46° 11,54 10,55 1,01 9,81 842 798 321% 11,12°

sem 1,50 023 023 014 017 1,16 143 0,27 0,91
pE< 0,045 0,017 007 022 001 051 048 0,0001 0,0033
pEC< 0,038 0,16 009 081 0,90 0,86 093 0,011 0,043
pEXEC 0,47 0,14 0,044 088 0,09 066 0,41 0,09 0,57
cov tl 0,87 038 036 065 029 0,75 093 0,76 0,65

n = n° de lotes de cerdas, sem = error estandar de la media. MN = mortalidad de lechones al
nacimiento, MND = mortalidad de lechones desde el nacimiento hasta el destete .La mortalidad de
lechones durante la lactacion se estudid en los lotes de cerdas en los que no se retiraron ni se
adoptaron lechones: 52 y 39 lotes en las explotaciones A y V respectivamente y 25, 20, 24 y 22 lotes
para las estaciones otofio, verano, invierno y primavera respectivamente. El n° de lotes de cerdas
para el IDCF fue de 52 y 44 en las explotaciones A y V respectivamente y 25, 22, 24 y 25 en otofio,
verano, invierno y primavera respectivamente, tl = tamafo de lote. Medias con distintos superindices
difieren P<0,05.
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EFFECT OF MATING SEASON ON REPRODUCTIVE PERFORMANCES IN SOWS IN
ARAGON (SPAIN)

In a selection farm 372 farrowings from Landrace sows were controlled, while 1,362
farrowings from crossbreed Large White x Landrace sows from a production farm were also
controlled. Both farms are located in Aragén (Spain) (40°, 55°, 31” N). In the two farms the
mating-prenancy and maternity housings are cooled by means of cooling pads Effects of
farm and mating season on reproductive results were studied. The reproductive results from
Landrace sows from the selection farm were significantly better (P< 0.05) than those of the
crossbreed Large White x Landrace sows from the production farm. The sows that were
mated during the spring or summer had a fertility significantly lower (P<0.05) and a weaning-
to-conception interval significantly longer (P <0.05) than those that were mated in autumn
and winter. The interaction farm x mating season was not significant for most reproductive
variables. Positive and significant (P<0.05) relations between stillborn piglets and prolificacy
and between preweanig mortality and live born piglets were observed.

Key words: sow, reproductive performance, sasonal effects.
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LA PRESENCIA DE LOS MACHOS CABRIOS SEXUALMENTE ACTIVOS EVITA EL
ANESTRO ESTACIONAL EN LAS HEMBRAS
Delgadillo, J.A., Flores, J.A., Hernandez, H., Keller, M., Poindron, P., Fitz-Rodriguez, G,
Duarte, G., Vielma, J, Fernandez, |.G., Chemineau, P.
Centro de Investigacion en Reproduccion Caprina, Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro, Periférico Raul Lépez Sanchez y Carretera a Santa Fe, C.P. 27054, Torreon,
Coahuila, México. joaldesa@yahoo.com

INTRODUCCION

Las cabras del norte de México presentan anestro estacional de enero-febrero a agosto-
septiembre. En los machos de esta raza, el reposo sexual ocurre de enero a junio
(Delgadillo, 2011). El fotoperiodo es el responsable de esta estacionalidad reproductiva. Sin
embargo, la introducciéon de machos en un grupo de cabras en anestro estacional, induce el
estro y la ovulacion. A este fendmeno se le conoce como “efecto macho” (Chemineau et al.,
2006). La eficiencia del “efecto macho” depende de varios factores, incluyendo la intensidad
del comportamiento sexual del macho. En efecto, los machos inducidos a una intensa
actividad sexual durante el reposo, al someterlos a tratamientos fotoperiédicos, son mas
eficientes que los machos en reposo sexual, para inducir la ovulacion y el comportamiento
de estro en las cabras en anestro estacional (Delgadillo et al., 2002). Estos datos sugieren
que el macho puede ser mas importante de lo que se piensa, en el control de la estacion de
anestro de las hembras. Por tanto, nuestra hipotesis es que, en una raza caprina estacional
y fotosensible, la presencia permanente de machos sexualmente activos, podria impedir la
aparicion del anestro estacional de las hembras, y en consecuencia, mantener sus ciclos
ovulatorios todo el afio.

MATERIAL Y METODOS

Utilizamos hembras caprinas adultas y multiparas. Un primer grupo de cabras (n=11)
permanecié completamente aislado de los machos. Un segundo grupo de cabras (n=13)
estuvo en contacto con los machos control, mantenidos bajo el fotoperiodo natural, los
cuales desplegaban intenso comportamiento sexual solamente de julio a diciembre. Un
tercer grupo de cabras (n=14) estuvo en contacto con machos sexualmente activos todo el
afo: de enero a junio con machos foto-estimulados (ver tratamientos fotoperidédicos de
machos), y de julio a diciembre con machos no foto-estimulados, los cuales desplegaban
intenso comportamiento sexual de julio a diciembre, durante la estacion natural de
reproduccién. En estos dos ultimos grupos, los machos sexualmente activos y los controles
se reemplazaron cada 2 meses durante el estudio. Las hembras de estos dos grupos se
dividieron en dos subgrupos de 7 o 6 animales, para que cada uno de ellos estuviera con un
macho, y evitar asi peleas y accidentes entre los machos. Los subgrupos eran divididos
solamente con una barrera de madera que permitia el contacto visual, olfatorio y corporal a
nivel de la cabeza entre los animales del mismo grupo. En abril del segundo afio, dos meses
antes de terminar el estudio, un macho sexualmente activo se retird6 de un subgrupo de
cabras, y un macho control de un subgrupo de cabras.

Los tratamientos fotoperiddicos se aplicaron a machos cabrios vasectomizados. Los machos
control (n=14) se alojaron en un corral abierto y sombreado bajo las variaciones del
fotoperiodo natural. Estos machos presentaron intensa actividad sexual de manera natural
de julio a diciembre. Tres grupos de machos cabrios (n=4/grupo, 2 de los cuales se utilizaron
con las hembras) se alojaron en corrales abiertos y sombreados y se sometieron a 2 meses
de dias largos (16 horas de luz/dia) para inducir su actividad sexual: grupo 1, 15 septiembre-
15 noviembre; grupo 2: 1 noviembre-31 diciembre; grupo 3: 15 diciembre-15 febrero.
Después del tratamiento luminoso, los machos se sometieron al fotoperiodo natural, y no
recibieron (grupos 1y 2) o recibieron (grupo 3), la insercién de 2 implantes subcutaneos de
melatonina. Los machos de los grupos 1, 2 y 3, presentaron intensa actividad sexual en
enero-febrero, marzo-abril y mayo-junio, respectivamente (Delgadillo et al., 2015).

Las ovulaciones se determinaron a través de la progesterona plasmatica, en muestras
sanguineas obtenidas una vez por semana. La progesterona se determiné por la técnica
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inmunoenzimatica. La sensibilidad del ensayo fue de 0,25 ng/ml. Los CV intra e inter ensayo
fueron de 7 y 3 %, respectivamente.
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Figura 1. Actividad ovulatoria de las cabras aisladas de los machos (m), en contacto con

machos control (o), o con machos sexualmente activos (e); adaptado de Delgadillo et al.,
2015).

RESULTADOS
Doce de las 14 cabras expuestas de manera permanente a los machos sexualmente activos
presentaron ciclos ovulatorios continuos durante el periodo de anestro; las otras dos
hembras presentaron anovulacion durante 84 (junio-agosto) y 154 dias (abril-agosto). En
cambio, todas las cabras en contacto con los machos control o aisladas de los machos,
presentaron periodos de anestro estacional muy marcados (P<0,001, entre el grupo en
contacto con machos sexualmente activos y los otros dos grupos). Las hembras expuestas a
los machos control iniciaron su actividad ovulatoria el 27 julio + 9 dias, mientras que
aquellas totalmente separadas de los machos reiniciaron esta actividad el 17 de octubre + 7
dias, teniendo un anestro de 142 + 14 y 242 + 10 dias, respectivamente (P<0,0001). En
2012, los resultados fueron similares: las mismas doce de las 14 hembras que estuvieron en
contacto con los machos sexualmente activos, presentaron ciclos ovulatorios hasta junio (fin
del experimento), mientras que las hembras con los machos control o separadas de los
machos, presentaron anestro estacional (Figura 1). Al retirar los machos sexualmente
activos del subgrupo de cabras que estaba ciclando en abril, la actividad ovulatoria de éste
ces6 inmediatamente después del final de la fase lutea en curso; en cambio, casi todas las
hembras que permanecieron con los machos sexualmente activos ovularon en mayo y junio
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(0/7 vs. 6/7; P=0,005; véase las partes sombreadas de la Figura 1). En contraste, el retiro de
los machos control del subgrupo de cabras que estaban anovulatorias, no modificé su
actividad ovarica, y todas las cabras permanecieron en anestro estacional, tal y como
habian estado en los dos meses precedentes al retiro del macho.

DISCUSION

El papel del comportamiento sexual del macho en la estacionalidad reproductiva de la
hembra jamas se habia explorado en ninguna especie, a pesar de conocer el efecto
estimulatorio del macho sobre la reproduccién de la hembra (Delgadillo et al., 2009).
Ademas, nunca se demostrd si los estimulos sensoriales pueden suprimir completamente
las variaciones estacionales de la actividad sexual en las hembras. En el presente estudio
disociamos la estacionalidad del comportamiento sexual del macho, de la actividad sexual
de la hembra. Los efectos de esta disociacién mostraron que la presencia permanente de
los machos sexualmente activos mantuvo la ciclicidad ovarica de las cabras, eliminando
completamente la inhibicién estacional de la reproduccion provocada por el fotoperiodo. La
falta de anestro en las cabras en contacto con los machos sexualmente activos, se debio
principalmente a la actividad sexual de éstos, y no a otros factores potencialmente
inductores de la actividad sexual como el “efecto hembra” (estimulacion de una hembra por
otra que esta en actividad sexual). Si hubiese existido un efecto hembra, algunas cabras sin
macho hubieran mantenido su ciclicidad ovulatoria, o el inicio del periodo de anovulacion al
retirar el macho, se hubiera presentado de manera progresiva. Por tanto, en el presente
estudio, la ciclicidad ovulatoria de las cabras durante el anestro estacional no se debio a las
relaciones socio-sexuales entre hembras, sino a la presencia de machos sexualmente
activos. Nuestros resultados sugieren que al menos en cabras, la actividad sexual del
macho es tan importante como el fotoperiodo, en el control del ritmo anual de la actividad
ovulatoria. Ademas, sugieren el desarrollo de nuevas técnicas libres de hormonas exdgenas
para inducir la actividad sexual en el anestro de las especies de interés agronémico.
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THE PRESENCE OF SEXUALLY ACTIVE MALE GOATS AVOIDS THE SEASONAL
ANOESTRUS IN DOES

ABSTRACT: We determined whether the presence of sexually active males prevents the
display of seasonal anestrus in goats. We artificially induced strong sexual activity in bucks
from January to June by subjecting them to long days. We also used control males that
displayed intense sexual activity only from July to December. These sexually active males
were placed with females all the year round. The continuous presence of these sexually
active males prevented the anestrous season in goats, which then cycled all the year round.
In contrast, females with control males or isolated from them, displayed seasonal anestrus
for about 5 months.

Keywords: caprine, ovulation, photoperiod, sexual behavior.
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EL CONTACTO PERMANENTE CON MACHOS ESTIMULADOS CON FOTOPERIODO
ARTIFICIAL Y MELATONINA MODIFICA LA ACTIVIDAD OVARICA DE OVEJAS RASA
ARAGONESA EN PRIMAVERA
Abecia, J.A, Flores, J.A,, Keller, M., Forcada, F., Duarte, G., Chemineau, P., Delgadillo,
J.A.

I.U.C.A. Depto. Produccion Animal y Ciencia de los Alimentos. Facultad de Veterinaria.
Miguel Servet, 177. 50013 Zaragoza. alf@unizar.es

INTRODUCCION

La raza Rasa Aragonesa presenta una reducida estacionalidad sexual, con un periodo de
anestro de aproximadamente tres meses entre mayo y agosto (Forcada et al. 1992), aunque
un porcentaje variable de ovejas (10-45%) muestran ovulaciones durante dicho periodo. La
duracion del periodo de anestro se ve influenciada, ademas del fotoperiodo, por la nutricion
(Forcada y Abecia, 2006) y factores sociales (Lindsay, 1996). Asi, el “efecto macho”, es
decir, la introduccion de un macho en un grupo de hembras anéstricas, estimula la
ovulacién. En la especie caprina, por ejemplo, la mayoria de las hembras ovulan (>90%)
cuando son expuestas a machos inducidos a una intensa actividad sexual al exponerlos
previamente a dias largos (Delgadillo et al., 2002). Ademas, la presencia continua de
machos sexualmente activos evita la aparicion del anestro estacional (Delgadillo et al.,
2015). Los resultados obtenidos en la especie caprina sugieren que la actividad sexual del
macho juega un papel decisivo en el desarrollo de la actividad sexual anual de las hembras.
El objetivo de este trabajo fue estudiar si la presencia de machos previamente estimulados
sexualmente por tratamiento luminico y melatonina puede provocar la reduccién de la
duracién de anestro estacional en las ovejas, manteniendo su actividad ovulatoria en
primavera.

MATERIAL Y METODOS
El trabajo se desarrollé en el Servicio de Experimentaciéon Animal de la Universidad de
Zaragoza (41° 40'N), con protocolos aprobados por la Comisién Etica Asesora para la
Experimentacién Animal. Todos los animales se alimentaron para cubrir sus necesidades de
mantenimiento y recibieron agua y sales minerales a voluntad.
Se utilizaron 10 machos adultos vasectomizados de raza Rasa Aragonesa (PV (+S.E.M.):
92,942 4 kg; CC: 3,35+0,07). Un grupo (T1, n=4), se expuso a un periodo de 2 meses de
dias largos (16 h luz/dia) entre el 1 de diciembre y el 31 de enero. Otro grupo (T2, n=4)
recibié el tratamiento luminico del 1 de enero al 28 de febrero. Al final de los tratamientos de
luz, los machos recibieron tres implantes subcutaneos de melatonina (Melovine, CEVA
Salud Animal) y retornaron a condiciones de luz natural (T1: 1 febrero; T2: 1 marzo). El
grupo Control (C, n=2) permanecioé bajo condiciones de luz natural (15hy 12 min,y 9hy 10
min de luz, en los solsticios de verano e invierno, respectivamente). En el caso de las
hembras, se utilizaron 31 ovejas de la misma raza (PV: 66,5+1,5 kg; CC: 3,35%0,07),
divididas en dos grupos y alojadas en naves diferentes, a 100 metros de distancia entre si.
Un grupo inici6 el contacto con los machos tratados con luz+melatonina el 27 de febrero,
finalizando el 31 de julio (Grupo “Machos Tratados”, n=16), mientras que el otro grupo
permanecié como control, con los machos no tratados (Grupo “Machos Control”, n=15). Los
machos T2 reemplazaron a los machos T1 el 1 de mayo. Los machos portaban arneses con
pastillas coloreadas para marcar las ovejas en celo, anotdndose las ovejas marcadas
diariamente.
Se tomaron muestras semanales de sangre para determinar los niveles de progesterona en
las ovejas. El plasma fue analizado mediante RIA, fijandose un nivel minimo de 1 ng/ml de
progesterona para determinar ovulacion.
El anestro se defini6 como un periodo superior a 20 dias entre dos detecciones de celos
sucesivas, y su longitud como el nimero de dias entre ambos eventos. El periodo
anovulatorio de definié como un periodo con dos o mas valores sucesivos de progesterona
por debajo de 1 ng/ml, y su longitud como el nimero de dias entre la fecha del ultimo valor
por debajo de 1 ng/ml y el primer valor por encima de 1 ng/ml. Una oveja de cada grupo de
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excluyé de estos calculos debido a la presencia de cuerpo luteo permanente. El nimero de
ovulaciones y celos se calculd para cada mes del estudio, y sus frecuencias (porcentajes),
comparadas mediante Chi-cuadrado o el test de Fisher.

RESULTADOS Y DISCUSION
Desde marzo hasta junio, el grupo expuesto a los machos tratados presenté un mayor
porcentaje de ovejas en celo que el grupo control (P<0,05) (Figura 1). La mayoria de las
ovejas expuestas a los machos foto-estimulados presentaron signos de celo
permanentemente durante el anestro estacional. Por el contrario, todas las ovejas control
detuvieron en algun momento su actividad estral durante algun periodo de tiempo. La
longitud del periodo de anestro estacional fue por tanto, significativamente superior en el
lote control que en el lote expuesto a machos tratados (8919 vs. 26110 dias,
respectivamente; P<0,0001). El analisis de los niveles plasmaticos de progesterona
(actividad ovulatoria) revelé que 13 ovejas del grupo “Machos Tratados” presentaron
actividad ovulatoria desde marzo hasta julio, una deteniéndose en junio y dos en julio. Siete
de las ovejas del grupo “Machos Control” presentaron ovulaciones durante el experimento, y
las otras siete dejaron de ciclar en algun momento, dando lugar a un periodo de anestro
ovulatorio significativamente mas largo (1817 dias) que el presentado por las ovejas del
grupo de machos tratados (3+3 dias; P<0,05). La evolucién mensual de estas ovulaciones
indica que el grupo que convivié con machos sin tratar luminicamente mostré un mayor
porcentaje de ovulaciones silenciosas que el grupo “Machos Tratados” en marzo (P<0,05) y
abril (P<0,01).
De manera global, las ovejas del grupo “Machos Tratados” alcanzaron 122 ovulaciones a lo
largo del periodo estudiado, 95,9% de ellas acompafadas de celo. Este porcentaje fue
significativamente inferior en el grupo control, con solo 58 de 100 ovulaciones mostrando
celos (58%), es decir un mayor porcentaje de ovulaciones silenciosas que el grupo tratado
(4 vs 42%, respectivamente; P<0,001).
En un trabajo previo de nuestro grupo en la especie caprina (Delgadillo et al., 2015), se ha
demostrado que cabras expuestas a machos activos durante el periodo de anestro
estacional no detuvieron su actividad ovulatoria , y que dicha ciclicidad no se debi6 a las
relaciones socio-sexuales entre hembras, sino a la presencia de machos sexualmente
activos, sugiriendo que al menos en cabras, la actividad sexual del macho es tan importante
como el fotoperiodo en el control del ritmo anual de la actividad ovulatoria. Nuestros
resultados son similares a la experiencia en caprino, aunque la alta frecuencia de
ovulaciones silenciosas encontradas en el presente trabajo puede indicar que la intensidad
del anestro estacional de las ovejas Rasa Aragonesa es menor. De este modo, la
relativamente alta presencia de ovejas del lote control que ovularon durante el experimento
pudo deberse a cierta actividad sexual residual de los machos no tratados, aunque
insuficiente para lograr la plena expresion de celos en estos animales.
En conclusion, la presencia de machos activados mediante fotoperiodo artificial y
melatonina en primavera es capaz de provocar un aumento de la actividad sexual de las
ovejas, en lo que a la manifestacion de celos se refiere.
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Figura 1. Porcentaje de ovejas en celo (grafico superior), y porcentaje de ovejas ovulando
(lineas, grafico inferior) y porcentaje de ovulaciones silenciosas (barras, grafico inferior) de
ovejas Rasa Aragonesa mantenidas con “Machos Tratados” con dos meses de luz artificial
(16 h de luz) e implantes de melatonina, o con “Machos Control”, sometidos a fotoperiodo
natural (* P<0,05; ** P<0,01).#
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PERMANENT CONTACT WITH ARTIFICAL-PHOTOPERIOD AND MELATONIN
TREATED RAMS MODIFIES OVARIAN ACTIVITY OF RASA ARAGONESA EWES IN
SPRING

ABSTRACT: The aim of this work was to study whether or not the presence of previously
sexually stimulated males by melatonin and artificial photoperiod may reduce seasonal
anestrus in sheep, keeping their ovulatory activity in spring. Vasectomized rams were
exposed to 2 months of long days and 3 melatonin implants (treated rams, n=8), or
remained under natural light conditions (control rams, n=2). Ewes were divided into two
groups, and were kept in contact, in different houses, with the treated (n=16) or the control
rams (n=15) from February to July. Oestrus was recorded every day through marks in the
ewes’ rumps from harnesses, and ovarian activity through weekly blood samples. Most of
the ewes exposed to treated rams (14/16) presented oestrus during the studied period. The
control group presented a higher percentage of silent ovulations than the treated group in
March (P<0.05) and April (P<0.01). In conclusion, the presence of sexually activated rams
by artificial photoperiod and melatonin in spring can lead to an increased oestrous activity of
the ewes.

Keywords: ram, ewe, ovulation, contact
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EFECTO DE LA METEOROLOGIA SOBRE LA FERTILIDAD TRAS INSEMINACION
ARTIFICIAL DE CABRAS DE RAZA PAYOYA EN PRIMAVERA
Arrébola, F., Gonzalez-Casquet, O., Benitez, F., Palacios, C., Abecia, J.A.
IFAPA. Ctra. El Viso, km 15. 14270 Hinojosa DEL Duque, Cérdoba. 'alf@unizar.es

INTRODUCCION

La produccién extensiva de ganado esta intimamente ligada al clima y a sus variaciones,
estudiadas y medidas a través de la meteorologia. Asi, temperatura (T), humedad relativa
(HR), radiacién solar (RS) o precipitaciones en forma de lluvia (P) son potenciales
estresores medioambientales, de modo que pueden afectar de manera negativa al bienestar
de los animales y a su productividad (Gomes da Silva, 2006). En sistemas ultra extensivos
australianos de ovino, ya se reconoce la necesidad de instalar sistemas de proteccion frente
a la elevada RS de ese pais y frente al frio viento invernal, instalando zonas de sombra y
paravientos (Taylor et al., 2011). La exposicién de ovejas a elevadas temperaturas afecta
negativamente a las funciones bioldgicas, reflejandose en un descenso de sus producciones
y de sus indices reproductivos (Marai et al., 2007). El efecto de las precipitaciones viene
dado de manera indirecta, a través de una disminucion de la cantidad de pastos disponibles
por el ganado (Arrébola et al., 2009). Santolaria et al. (2014) observaron un efecto negativo
de la T maxima antes de la inseminacion artificial (IA) sobre la tasa de gestacion durante los
primeros meses de la época reproductiva en ovinos. Palacios y Abecia (2014) han
demostrado que el porcentaje de partos tras IA en la raza Churra se ve afectada
significativamente por las variables meteorolégicas, siendo este efecto dependiente de la
estacion de afio, de modo que algunos parametros como la temperatura revierten sus
efectos dependiendo de la estacion.

El objetivo de este trabajo ha sido determinar el efecto de algunas variables meteorolégicas
registradas durante el dia de la IA sobre la tasa de fertilidad en cabras de la raza Payoya, en
primavera.

MATERIAL Y METODOS

Se han analizado 1.092 IA de 820 cabras de raza Payoya, pertenecientes a 10 ganaderias
de la provincia de Cadiz (36°N) durante 4 afios, inseminadas siguiendo los protocolos de
Arrébola et al. (2014) durante los meses de marzo a mayo. Para el dia de la IA se han
recogido: T media, maxima y minima (°C), HR (%) media, RS media (MJ/m?) y P total del dia
(mm). Con estos datos se ha calculado el indice temperatura-humedad (THI) (West, 1994):
THI =T + 0,36 * HR + 41,2 y la Temperatura Efectiva (TE) (Yamamato et al.; 1994) ET =
0,24 T + 0,76 * RS. Se realizd un diagnoéstico de gestacion 45 tras la 1A, confirmado tras los
partos.

La tasa de fertilidad se calcul6 como el porcentaje de cabras gestantes sobre el total de
cabras inseminadas. Los datos ha sido analizados como un estudio de caso-control (caso:
no gestacion tras la IA; control: gestacion tras la |IA). En primer lugar, se compararon
mediante anova los valores meteorolégicos alcanzados el dia de la IA en funcién del
resultado alcanzado, asi como las diferencias entre los tres meses estudiados.
Posteriormente se realiz6 un analisis multivariante utilizando un modelo de regresion
logistica binaria para estimar el riesgo de no quedar gestante en comparacién con si
hacerlo, frente a la exposicion a los parametros meteorolégicos estudiados. Estos fueron
convertidos en variables categoéricas utilizando el valor de la mediana de cada variable
continua meteorologica como el punto de corte (0, debajo de la mediana; 1, encima de la
mediana). Se dividié el conjunto de datos en dos clases para cada variable meteorolégica.
Todas las variables con un valor de p<0,05 fueron incluidas en el modelo, calculandose los
odd ratios (OR) para cada variable. En un tercer paso, se dividieron los parametros
meteorologicos en deciles y se compard mediante la prueba de chi cuadrado la fertilidad
alcanzada para los deciles extremos (1 y 10).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La fertilidad global de la experiencia fue de un 58%, dandose los mayores porcentajes en
abril (63%), seguido de marzo (56%) y mayo (54%) (P<0,05). Las inseminaciones
resultantes en parto se realizaron con temperaturas significativamente (P<0,0001) mas
elevadas que las no exitosas (Tabla 1). Los OR calculados revelaron que la T minima
registrada el dia de la IA tuvo un efecto significativo sobre la fertilidad (OR=1,264; intervalo
de confianza al 95%: 0,990-1,614), de modo que se encontraron diferencias significativas
para este parametro entre los dos grupos de inseminaciones planteados para esa variable.
Asi, el grupo de IA realizadas a T por debajo de la mediana de T minima (7,15°C) mostrd un
56% de fertilidad, frente al 62% del grupo de IA con T minima por encima de la mediana
(10,93°C) (P<0,05). El OR alcanzado indica que un aumento de un grado de la T minima del
dia de la IA incrementa la posibilidad de gestacion en un 26,4%.

Tabla 1. Valores meteorolégicos medios (xS.E.M.) alcanzados el dia de la inseminacién
artificial de cabras de raza Payoya en funcion del éxito de la inseminacion. (a,b P<0,0001)

Parto NO Sl

N 454 638

T Media (°C) 16,91+0,12° 17,00+0,10°
T Maxima (°C) 25,13+0,21° 25,22+0,17°
T Minima (°C) 8,67+0.10° 8,84+0.103°
T Efectiva 22,70+0,27° 22,91+0,20°
HR (%) 61,28+0,68° 60,83+0,57°
THI 80,17+0,19° 80,11£0.17°
Radiacion Solar (MJ/m?) 24,52+0.33°% 24.78+0.25°
Precipitacion (mm) 3,90+1,65 2,55+0,44

En cuanto a la comparacion de los deciles extremos de cada uno de los parametros
meteorologicos estudiados (Tabla 2), las diferencias entre ambos para la fertilidad fue
altamente significativa (P<0,0001) para las temperaturas media, maxima y minima, dandose
fertilidades un 12-14% mas elevadas en condiciones de mayores temperaturas el dia de la
IA. Para el meteoro P, las diferencias se observaron a favor del decil inferior (P<0,05), en
condiciones de ausencia de lluvia, con un 10% mas de fertilidad que el decil superior.

En un trabajo previo de nuestro grupo de observé que un numeroso grupo de factores
extrinsecos a la explotacion modifican de manera significativa la fertilidad de las cabras
Payoya tras la IA (edad, tamafio de grupo, tipo de IA, nimero previo de partos y produccién
lechera) (Arrébola et al., 2014). Los factores intrinsecos como el afio, el mes de IA y la
propia ganaderia también afectaron significativamente a la fertilidad. El factor ganaderia ha
sido descrito previamente como uno de los que mayor efecto muestran sobre la fertilidad
tras la IA en las especies ovina y caprina, como un reflejo de su diversidad en lo referente a
su propio manejo y a todos sus inputs productivos (nutricion, interacciones con humanos,
las capacidades del ganadero, el estrés, el calendario reproductivo, la raza, etc). Quedaria
por determinar si estos factores estan asociados a sus propias variables meteorolégicas, o
ademas de éstas, otras condiciones ligadas a los tres factores son responsables de sus
efectos.

Ya que la temperatura se ha revelado como factor que modifica la fertilidad tras |IA de cabras
de raza Payoya en primavera, una previsidbn a medio plazo de bajas temperaturas en las
condiciones donde se desenvuelven estas ganaderias podria ser un factor a tener en cuenta
a la hora de planificar las fechas de IA.
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Tabla 2. Fertilidad alcanzada en los deciles 1 y 10 de cada uno de los parametros
meteorologicos estudiados, y sus valores medios (+S.E.M.)

Factor Decil 1 (n=109) Decil 10 (n=109) P

T Media 56% 68% P<0.0001

°C 12,87+0,06 21,04+0,09

T Maxima 54% 68% P<0.0001

°C 17,05+0,20 31,31+0,12

T Minima 58% 66% P<0.0001

°C 5,75+0,06 12,92+0.02

T Efectiva 56% 56% ns
11,83+0,44 28,00+0,02

HR 58% 49% ns

% 40,16+0,39 84,81+0,36

THI 65% 64% ns
73,22+0,22 87,09+0,66

Radiacion Solar 56% 53% ns

MJ/m? 11,07+0,54 31,75+0,06

Precipitacion 59% 49% P<0.05

mm 0,00+0,00 37,33+2,61
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EFFECT OF METEOROLOGY ON FERTILITY AFTER ARTIFICIAL INSEMINATION IN

PAYOYA GOATS IN SPRING
ABSTRACT: A total number of 1092 artificial inseminations (Al) from 820 Payoya goats have
been controlled during 4 years, in 10 farms (36°N). Mean, maximum and minimum ambient
temperatures (T), temperature amplitude (TA), mean relative humidity (RH), mean solar
radiation (SR) and total rainfall of each insemination day were recorded. Temperature-
humidity index (THI) and effective temperature (ET) have been calculated. A binary logistic
regression model to estimate the risk of not getting pregnant compared to getting pregnant,
through the odds ratio (OR), was performed. Overall fertility was 58%. The OR revealed that
minimum T had a significant effect on fertility (OR = 1.264), indicating that an increase of one
degree of the minimum T the day of Al increases the chance of pregnancy by 26.4%. Fertility
rate observed for the lowest decile of each meteorological factor revealed that the higher
mean, maximum or minimum T reached the day of Al, the higher fertility rate. Thus, a
forecast focused on temperatures could be useful when planning dates of Al in this particular
breed and localization.

Keywords: goats, meteorology, fertility, insemination
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DESARROLLO DE UN DISPOSITIVO INTRAVAGINAL PARA LA RECOGIDA DE SEMEN
EN GANADO OVINO
Mozo1, R.; Alabart, J.L.; Rivas, E; Echegoyen, E.; Navarro, M.A.; Folch, J.
'"Unidad de Tecnologia en Produccién Animal. CITA. Avda. Montafiana 930. 50059.
Zaragoza. rmozo@cita-aragon.es

INTRODUCCION

La evaluacion seminal es de gran importancia para caracterizar la aptitud reproductiva de los
moruecos. Los dos métodos mas utilizados para la recogida de semen en la especie ovina
son la vagina artificial (VA) y la electroeyaculacion (EE). La utilizacion de la VA presenta una
pobre eficacia para la recogida de semen de machos que no han sido entrenados (Wulster-
Radcliffe et al., 2001), y en el caso de la EE, se han observado casos de alteracion del
eyaculado (Marco-Jiménez et al., 2008; Jiménez-Rabadan et al., 2012) o inconvenientes
relacionados con el bienestar de los animales (Palmer, 2005; Whitlock et al., 2012). Esto ha
llevado a su prohibicién sin anestesia en algunos paises de la UE, como Suecia (Eriksson et
al,, 2012). Como alternativa a la VA y la EE, se han desarrollado dispositivos para la
recogida de semen aplicables en las condiciones de una cubricién natural, como los
dispositivos intravaginales utilizados en bovinos (Barth et al., 2004; Cruz et al., 2011) u
ovinos (Synnott et al., 1981; Wulster-Radcliffe et al., 2001). Estos métodos no necesitan de
un entrenamiento de los machos ni la utilizacién de farmacos. Sin embargo, los dispositivos
existentes son poco eficaces en moruecos de monta natural, ya sea por la inhibicion de los
machos o porque los machos consiguen eyacular externamente, o son inoperables en los
rebafios comerciales. El objetivo de este estudio fue desarrollar un dispositivo intravaginal
(DIV) de uso sencillo, que sea barato e inocuo, que permita la obtencion de eyaculados para
evaluar la calidad seminal de los moruecos utilizados en ganaderias en monta natural.

MATERIAL Y METODOS
El dispositivo intravaginal utilizado en el presente estudio fue disefiado por nuestro equipo
de investigacion y fabricado en silicona (Figura 1), con el objetivo de evitar materiales
potencialmente lesivos, como varillas metalicas, hilos de nailon, vidrios, etc. Como medio de
recogida desechable se utilizé un preservativo acoplado al DIV.
Para evaluar el efecto de los DIV sobre el comportamiento de los machos se emplearon 15
machos no entrenados con la VA, que se pusieron en contacto con una oveja en celo hasta
el momento en el que el macho realiz6 la cubricion (maximo de 10 minutos). El
comportamiento de los machos durante la cubricion cuando fueron expuestos a una oveja
con el DIV se compard con el mostrado en monta natural (MN). Para cada macho se
registro: el numero de montas antes de la cubricidon y el tiempo hasta la cubricion (TC).
Ademas, se registré la eficacia del DIV para la recogida de eyaculados (% de machos que
eyaculan) en funcion del total de machos evaluados (eficacia total: ET), y en funcién del
numero de machos que mostraron actividad sexual (eficacia relativa: ER). Los datos fueron
tomados por filmacién, sin presencia de observadores.
El efecto del DIV sobre la calidad seminal se evalu6 en dos machos donantes entrenados
con la vagina artificial comparando la calidad de cuatro eyaculados obtenidos
alternativamente con el DIV y con la VA (n=8). Para cada eyaculado se registr6 el volumen,
el porcentaje de espermatozoides moviles (100x), la calidad de movimiento (100x) y el
porcentaje de espermatozoides con el acrosoma integro (400x) a las 0, 1 y 3 h de
incubacion a 37°C en un bafio Maria. Para la evaluacion seminal se utilizd6 un microscopio
de contraste de fase.
El estudio estadistico se llevd a cabo mediante el paquete estadistico SPSS 15.0 para
Windows (SYSTAT Software Inc.). La comparaciéon entre el nimero de montas, el tiempo
hasta la cubricién y la duracion de la cubricion de cada macho se realiz6 mediante un test de
Wilcoxon para muestras pareadas. La efectividad para recoger los eyaculados (total o
parcial) en funcion del método utilizado (DIV o MN) se estudié mediante una prueba de Chi-
cuadrado. El efecto del método de recogida sobre la calidad seminal se analizé6 con un
Modelo Lineal General. Se considerd que habia diferencias significativas cuando P<0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la colocacion del DIV o el tiempo que portaban los dispositivos, las ovejas
exhibieron el comportamiento normal de una oveja en celo. La utilizacion de los dispositivos
no generd ningun tipo de lesién en los machos o las ovejas. Tampoco tuvo ningun efecto
significativo sobre el comportamiento de los machos en comparacion con la MN (Tabla 1),
aunque hubo diferencias individuales importantes. El tiempo transcurrido desde la
colocacion del DIV hasta la recogida del eyaculado fue de poco mas de un minuto, siendo
muy inferior al registrado en otros estudios realizados en la especie ovina con otro tipo de
dispositivos vaginales (Synnott et al., 1981; Wulster-Radcliffe et al., 2001). Ademas, el
dispositivo presenté una gran eficacia para la recogida de eyaculados (Tabla 1). Asi, la
utilizacion del DIV permitié recoger semen del 80% de los machos evaluados (ET), que fue
muy superior al observado por Wulster-Radcliffe et al. (2001) en ovinos, y del 100% de los
machos que mostraron actividad sexual; similar al observado en otro estudio previo
realizados en la especie ovina (Synnott et al.,, 1981) en los que se obtuvieron muy buenos
resultados, pero con dispositivos inoperables en las ganaderias.

Finalmente, la utilizacion del dispositivo no afectd significativamente el volumen (DIV: 0,77
10,8 vs. VA: 0,98 +0,16; P>0,05), el porcentaje de espermatozoides moviles (DIV: 73,8 £5,2
vs. VA: 70,0 £8,9; P>0,05), el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma integro (DIV:
63,0 +16,8 vs. VA: 61,5 £15,5; P>0,05) o la calidad de movimiento (DIV: 3,1 £0,2 vs. VA: 3,3
10,3; P>0,05) después de 3 horas de incubacion.

CONCLUSION

Teniendo en cuenta estos resultados, se puede concluir que el dispositivo desarrollado en el
presente estudio es inocuo y facil de utilizar, no afecta al comportamiento de los machos
utilizados para monta natural, ni las hembras en las que se coloca el DIV, ni a la calidad
seminal de los eyaculados recogidos. El DIV permiti6 la recogida de eyaculados de todos los
machos que mostraron actividad sexual de una forma muy rapida. Estos resultados indican
que el DIV es un método potencialmente aplicable en las ganaderias para la evaluacion
seminal de los machos, y que podria ser empleado también para la recogida de semen y su
posterior utilizacién en biotecnologia con fines cientificos, de transferencia o de
conservacion de material genético. Ademas, es probable que pequefias modificaciones del
tamafio del dispositivo permitan su utilizacion en otras especies tanto domésticas como
silvestres, lo que podria facilitar los protocolos de recogida de semen en determinados
programas de conservacion y mejora genética.

Tabla 1. Numero de montas realizado por cada macho antes de la cubricion, el tiempo
hasta la cubricion y eficacia para la recogida de eyaculados en funcién de las condiciones
de cubricion (Control y DIV).

Método Machos ET Machos activos* ER NM TC (min)
n (%) n (%) Media tEEM Media tEEM

Control 15 80,0 12 100,0 0,2 +0,1 0,6 0,1

DIV 15 80,0 12 100,0 0,8 +0,4 1,3 10,6

* Solo se incluyen aquellos individuos que mostraron actividad sexual. Machos sexualmente
activos, son los machos que realizan una monta dentro de los 10 minutos.

DIV: dispositivo intravaginal; ET: efectividad total; ER: efectividad relativa; NM: numero de
montas previas a la cubricion; TC: tiempo invertido por el macho hasta que realiza una
cubricion.
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Figura 1. Disefio definitivo del DIV empleado en el experimento.
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DEVELOPMENT OF AN INTRA-VAGINAL DEVICE FOR SEMEN COLLECTION IN SHEEP

ABSTRACT: A new intravaginal device (IVD) was developed for semen collection in
commercial farms. Two experiments were conducted to determine whether the IVD affected
either the breeding behaviour during mating or the quality of the semen collected. In
experiment 1, fifteen artificial vagina (AV) untrained rams were used for assessing the effect
of IVD on breeding behaviour compared to natural mating. The results showed that the IVD
did not affect ram breeding behaviour during mating. Rams collected in relation to rams
evaluated was 80% and rams collected in relation to rams performing mating was 100%. The
mean time required for semen collection was 1.3 + 0.6 min. In experiment 2, two rams
trained for artificial vagina were used for assessing semen quality of ejaculates collected with
IVD or AV (n=8). The quality of semen samples was assessed after incubation at 37°C in
water bath for 0, 1 and 3 hours. Volume, percentage of motile spermatozoa, movement
quality, and percentage of spermatozoa with normal apical ridge (NAR) were determined.
After three hours of incubation, there were not found significant differences in the semen
quality parameters between samples collected with AV or IVD. In conclusion, the IVD
described here is a suitable method that allows semen collection of a high percentage of AV-
untrained rams in a short period of time.

Keywords: semen collection, semen evaluation, ram, breeding soundness evaluation
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RELACION ENTRE LOS NIVELES DE TESTOSTERONA PLASMATICA Y CALIDAD
SEMINAL CON EL GRADO DE PARASITACION POR PIOJOS (MENACANTHUS
STRAMINEUS ) EN RAZAS AUTOCTONAS DE GALLINAS ESPANOLAS
Castano, C., Toledano-Diaz, A. Coloma, M. A., Lopez-Sebastian, A. Campo, J. L.y
Santiago-Moreno J.

Departamento de Reproduccién Animal, INIA. Avda. Puerta de Hierro Km 5.9, 28040 Madrid.
cristina.castano@inia.es

INTRODUCCION
En los Ultimos anos, ha aumentado el interés de una produccion ganadera de calidad
alternativa a la industrial. Esto ha estimulado la recuperacion de razas autéctonas adaptadas
a sistemas de produccion al aire libre y con una mayor resistencia a enfermedades. Con el
objeto de preservar las principales razas autoctonas de gallinas se ha creado un banco de
semen congelado como complemento al programa de conservacion del INIA de razas
espanolas. Para dicho banco, se han establecido criterios de seleccién de gallos donantes
de semen, teniendo en cuenta los caracteres sexuales secundarios, las influencias
medioambientales (fotoperiodo y temperatura) que afectan a parametros seminales,
fundamentalmente al volumen y concentraciéon (Santiago-Moreno et al. 2009a,b), asi como
los efectos en la reproduccion de factores de indole sanitario, como las parasitosis.
Menacanthus stramineus es un parasito habitual en los gallineros, generalmente
asintomatico, aunque una elevada parasitosis puede afectar a la calidad del plumaje dado el
caracter maloéfago del mismo. Se ha descrito que las parasitosis pueden tener un coste
reproductivo, pudiendo afectar en los machos, a la calidad seminal en diferentes especies
estudiadas (Sekoni 1992; Masvaer et al. 2004) mediante induccién de procesos de estrés
(Tmkiratiwong et al. 2006), o alteraciones inmunolégicas (como un ataque inmunoldgico en
los testiculos) que afectarian a la espermatogénesis (Skau y Folstad, 2005). De forma
alternativa a esta relacion pardsito / coste reproductivo del hospedador, se ha propuesto la
hipotesis del handicap de la inmunocompetencia segun la cual los machos con mejor calidad
de los ornamentos (caracteres sexuales secundarios) y altos niveles de testosterona,
tendrian una mayor predisposicion a las parasitosis, mediada por el efecto inmunosupresor
de este esteroide gonadal (Folstad y Karter, 1992; Santiago-Moreno et al., 2010). Con el
objeto de testar esta hipotesis, en el presente trabajo se evalué la relacion de las
concentraciones plasmaticas de testosterona y la calidad seminal en gallos de tres razas
autdctonas espanolas con diferentes grados de parasitacion por Menacanthus stramineus.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 30 gallos (10 por raza) de 1 ano de edad, de las razas autéctonas espanolas:
Espanola Cara Blanca, Andaluza Azul y Castellana Negra, pertenecientes al Programa de
Conservacion de Gallinas del INIA. Los gallos de cada raza se mantenian en jaulas de 12
m?, en condiciones climaticas y de fotoperiodo natural. La alimentacién consistia en una
dieta comercial que contenia 16% proteina cruda, 2700 kcal energia metabolizablekg, 3,5%
Cay 0,5% P disponible. Durante un periodo de 3 meses (abril a junio), coincidiendo con el
periodo de mayor producciéon seminal, se recogieron muestras de semen (Burrows y Quinn,
1937) y se hizo un recuento del nimero de piojos Menacanthus stramineus en un area de 4
cm? alrededor de la cloaca. Se establecieron cuatro rangos de calidad seminal en funcién
del volumen y aspecto: 0 cuando no habia semen, 1 volumen menor de 0,2 ml y aspecto
transparente, 2 volumen igual a 0,2 ml y aspecto grisaceo, y 3 volumen mayor de 0,2 ml y
aspecto blanco lechoso. Se recogieron muestras de sangre una vez al mes de la vena
braquial para la determinacién de las concentraciones plasmaticas de testosterona mediante
radioinmunoandlisis (Fargallo et al., 2007). La influencia de la raza en la calidad seminal,
grado de parasitosis y niveles plasmaticos de testosterona se analizé mediante ANOVA. La
correlacion entre el nimero de parasitos, calidad seminal y concentraciones plasmaticas de
testosterona se realizé mediante una correlacion de Pearson.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se han observado diferencias significativas entre razas en la calidad seminal (P<0,01) y
concentraciones plasmaticas de testosterona (P<0,05). No hubo diferencias entre razas en
el nimero de parasitos. Se aprecidé una correlacion inversa entre el nimero de parasitos y
calidad del semen (r’= 0,02 P<0,001) (Figura 2), pero no habia ninguna correlacién entre el
nuamero de parasitos y las concentraciones plasmaticas de testosterona. Estos resultados
sugieren que el grado de la parasitacion por piojos corporales no viene influenciado de
forma directa por los niveles de testosterona, por lo que no apoyaria la hipétesis del
handicap de la inmunocompetencia apuntada en otras especies (Folstad y Karter, 1992;
Santiago-Moreno et al., 2010). El hecho que la presencia de un mayor numero de parasitos
afecte la calidad seminal pone de manifiesto el coste reproductivo determinado por la
presencia de un elevado nuimero de piojos, independientemente del estatus endocrino,
reflejado en una alteracién de la calidad seminal, y por tanto de la fertilidad del gallo. Los
resultados parecen apuntar que el estrés producido sobre animal (por ejemplo a través del
prurito) podria inducir unos niveles elevados de cortisol que afectarian su capacidad
espermatogénica (Akibami y Mann, 1996). En conclusion, los resultados muestran que no
hay una predisposicién racial en el grado de parasitosis por piojos, siendo la calidad seminal
inversamente proporcional al nimero de piojos, independientemente de los niveles de
testosterona en plasma sanguineo.
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Tabla 1. Medias de los diferentes parametros.Las letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas (P<0,05).

RAZA N° MS CALIDAD SEMEN  TESTOSTERONA (ng/ml)

CN 7,1+1,0a 0,9+0,1b 22+0,1b
CB 59+ 1,0a 1,3+0,1a 4,1+0,2a
AA 6,3 +0,8a 0,6 £0,1c 4,6 £0,3a

Espanola Cara Blanca (CB), Andaluza Azul (AA) y Castellana Negra (CN)
Menacanthus stramineus (MS)
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Figura 1. Correlacion entre el numero de parasitos Menacanthus stramineus (MS) en la
zona cloacal y la calidad seminal.

RELATIONSHIP BETWEEN PLASMATIC TESTOSTERONE AND SPERM QUALITY WITH
PARASITISM LEVELS BY LICE (MENACANTHUS STRAMINEUS) IN AUTHOCTONOUS
SPANISH CHICKEN BREEDS

ABSTRACT Parasitism alters sperm quality by inducing stress processes or immunological
disorders, which make affect spermatogenesis. In order to evaluate the hypothesis about the
immunosuppressive effect of gonadal steroids (males with high testosterone levels would
have increased Parasitism susceptibility), our study was conducted assessing testosterone
plasmatic concentration and sperm quality in three Spanish chicken (Blue Andaluza, White-
faced Spanish, Black Castellana) with different parasitism levels by Menacanthus
stramineus. In our results, significant differences in sperm quality (P <0.01) and plasmatic
testosterone concentrations (P <0.05) between breeds were observed. Negative correlation
between parasitism levels and sperm quality was found (P<0.001). In conclusion, high
parasitism level by lice determines a reproductive cost in males, manifested in decrease in
semen quality.

Keywords: Spanish chicken breeds, Menacanthus stramineus, sperm quality, plasmatic
testosterone
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DIFERENCIAS EN LOS PARAMETROS REPRODUCTIVOS ENTRE LA PERDIZ ROJA
PURA (Alectoris rufa) Y CON INTROGRESION GENETICA (Alectoris rufa x Alectoris
chukar) DURANTE EL PRIMER ANO DE VIDA
Toledano-Diaz, A., Castafio, C., Torres, O., Gil M.G., Davila, S.G., Velazquez, R., Campo,
J.L., Esteso, M.C., Lépez-Sebastian, A., Santiago-Moreno, J.

Dpto. Reproduccion Animal, INIA. Avd. Puerta de Hierro s/n. Km 5,9. 28040 Madrid. Espana
Espafa. toledano@inia.es

INTRODUCCION

La cria de la perdiz roja en granjas ha tenido un fuerte desarrollo para dar respuesta a la
gran demanda cinegética de esta especie. El aumento de la cria y suelta de perdices (de 3 a
4 millones de perdices/afio; Sanchez et al., 2009) ha consolidado una produccién cinegética
cada vez mas industrializada (Gonzalez-Redondo et al., 2010). Una de las practicas para
lograr esta intensificacion en la producciéon ha sido la hibridacién de la especie autoctona
con la perdiz chukar (Alectoris chukar), y en menor medida con la perdiz griega (Alectoris
graeca), con el fin de incrementar la rentabilidad de las explotaciones. Se cree que el 63 %
de las perdices liberadas, y posiblemente un 45% de la poblacion silvestre, tienen
introgresion genética con la perdiz chukar. Algunas de las consecuencias son la alteracién
de los parametros bioldgicos, como la disminucion a la respuesta de huida y el
comportamiento antipredatorio (Zilleti et al., 1993) o la alteracién en la actividad
reproductiva, factores que puede repercutir negativamente en la conservacion de nuestra
especie autdctona. En estudios previos se ha observado como la introgresion genética altera
la produccién y calidad seminal en la perdiz roja (Santiago-Moreno et al., 2015). En el
presente trabajo se analizaron las variaciones en los principales parametros reproductivos
en dos grupos de perdiz roja, puro y con introgresién con chukar, mantenidos en las mismas
condiciones de cria, durante el primer afio de vida.

MATERIAL Y METODOS
El grupo de perdices autdctonas puras fue cedido por la Estacion de Referencia de la Perdiz
Roja (Lugar Nuevo, Jaén), perteneciente a la Junta de Andalucia. Las perdices con
introgresion genética con chukar fueron adquiridas en una granja comercial que tenia una
introgresion genética mayor del 35%, segun el analisis genético oficial. Todos los animales
fueron adquiridos con 4 meses de edad y mantenidos en cautividad en la Estacién Avicola
Experimental del INIA “El Encin” (Alcala de Henares, Madrid, 40°31°N) en jaulones de cria
de 10 compartimentos (20 cm x 1 m por compartimento), bajo condiciones de fotoperiodo y
temperatura natural y alimentados ad libitum.
Se desarrollaron dos experimentos:
Experimento 1. El objetivo de este experimento fue evaluar los parametros relacionados con
la puesta y la fertilidad. Se utilizaron 20 parejas de perdices puras y 20 parejas con
introgresion genética. Diariamente, desde 1 de enero y hasta el 30 de septiembre (cuando
las hembras habian dejado de poner huevos) se retiraban, identificaban y registraban todos
los huevos puestos. Posteriormente se desechaban los huevos rotos o sucios y el resto se
conservaban en una camara de almacenaje (10°-15°C) hasta su incubacion. El periodo de
incubacion fue de 20 dias (37°C; 55% humedad relativa). El dia 20 se evaluaba la fertilidad
por ovoscopio. Los huevos con embrion desarrollado eran trasladados a una nacedora (37°C
y 75% de humedad) durante 5 dias. Se registré el numero y la identificacion de los huevos
eclosionados y no eclosionados.
Experimento 2. El objetivo fue evaluar el inicio de la pubertad en los machos puros y con
introgresion, mediante analisis de la actividad espermatogénica y los cambios endocrinos de
testosterona. Se utilizaron 20 machos de ambos grupos. Desde el 1 de enero y hasta el 30
de septiembre y quincenalmente, se procedio a la toma de muestras seminales mediante el
método de masaje dorsal descrito por Burrows y Quinn (1937); las muestras se diluyeron 1:1
(vol:vol) a temperatura ambiente con medio de conservacion Lake-Ravie y almacenadas a
5°C durante 45 min hasta el analisis para evaluar la presencia o no de espermatozoides.
También se recogi® una muestra de sangre (1 ml) para la determinacién de las
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concentraciones plasmaticas de testosterona por RIA. Los porcentajes de fertilidad y
incubabilidad fueron analizados mediante Chi-Cuadrado. La duraciéon de la puesta y las
concentraciones de testosterona se analizaron mediante t-Student.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el experimento 1 se realizaron un total de 8 incubaciones. El periodo de puesta varié
entre grupos. Como se observa en la Tabla 1, la duracion media de la puesta fue mayor
(p<0,001) en el grupo de perdices hibridas, al iniciar antes y finalizar después la puesta con
respecto al grupo de perdices puras. Este periodo de puesta coincide con los registrado en
otras granjas comerciales de perdices (Gaudioso et al., 2002; Mourao et al., 2010). El
porcentaje de fertilidad (p<0,05) y incubabilidad fue también mayor entre las perdices
hibridas, aunque estos porcentajes son algo menores que los registrados por Mourao et al.
(2010). Solamente un 5% de las parejas de perdices con introgresion genética no pusieron
huevos frente a un 50% en el grupo de parejas puras.
Los niveles de testosterona en sangre muestran un perfil estacional de secrecién, con un
maximo de concentracion en abril en ambos grupos (Figura 1), similares a los registrados
por Santiago-Moreno et al. (2015). EI aumento de los niveles de concentracion en sangre
viene precedido al aumento en el porcentaje de machos que responden al masaje y
presentan espermatozoides en el eyaculado. En el grupo de perdices hibridas, en enero ya
existe respuesta y presencia de espermatozoides. En el grupo de perdices puras, no es
hasta marzo cuando muestran respuesta. Los resultados muestran que el inicio de la
pubertad es mas precoz (casi dos meses) en los machos hibridos con respecto a los puros.
La duracion del periodo de actividad sexual en las perdices hibridas se prolonga hasta casi
dos meses mas que en los puros. Nuestros resultados tambien muestran como la actividad
sexual del macho precede a la actividad ovulatoria de la hembra. Como podemos observa
en la Figura 2, el incremento de concentracion de testosterona se inicia unos dos meses
antes del inicio de la puesta. El incremento de los niveles de testosterona podria estimular la
competicion entre machos por el establcimiento de parejas que suele ocurrir uno o dos
meses antes del la puesta (Fraissinet et al., 1987). En conclusiéon nuestros resultados
muestran que ya en el primer afio de vida, la introgesion genética altera los parametros
reproductivos en la perdiz roja, tanto en la hembra como en el macho, incrementado la
precocidad del inicio de la pubertad en el macho, y el nimero de huevos y el periodo total de
puesta.
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Tabla 1: Parametros reproductivos relacionados con la puesta.

Grupo Hibridos Grupo Puros
Inicio de la puesta 5 abril + 2 dias® 19 mayo # 3 dias”
Fin de la puesta 2 agosto + 5 dias® 26 junio * 4 dias”
Duracion de la puesta 115 + 6° dias 34 + 4* dias
N° total de Huevos puesto 1057 124
Media de huevos por pareja 53 + 4° 10+3°
% Fertilidad 68+72° 58+ 4,4
% Incubabilidad 43 +8,2° 33 +44°

Letras distintas en una misma linea indican diferencia significativas (p<0,01)
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Figura 1. Media mensual de la concentracion de testosterona frente al porcentaje de
machos que responden al masaje y presentan espermatozoides en el eyaculado en perdices
puras o hibridas
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Figura 2. Patrén de secrecion de testosterona y media mensual de puesta en los dos grupos
de perdices.

REPRODUCTIVE DIFERENCES BETWEEN RED-LEGGED PARTRIDGE PURE
(ALECTORIS RUFA) AND WITH GENETIC INTROGRESSION (ALECTORIS RUFA X
ALECTORIS CHUKAR) DURING THE FIRST YEAR OF LIFE

ABSTRACT: The aim of the present study was to determine the effects of genetic
introgression with chukar partridges on seasonal reproductive patterns of red-legged
partridge by comparing the sperm and plasma testosterone concentrations and the laying
period of birds from pure red-legged and hybrid red-legged/chukar populations. The egg
laying period was longer in hybrid group (1156 days vs 34+4 days; p<0,001). The
percentage of fertility and hatchability were higher in hybrid than pure group (68 + 7,2 vs 58 +
4,4and 43 + 8vs 33 £ 4,4). In the hybrid group, the sperm production began in January and
ended in August, whereas in the pure group began in March and ended in June. The plasma
testosterone concentration pattern followed a trend roughly parallel to the ejaculatory
response. The increasing of testosterone levels occurred 2 months before than the onset of
laying period in both groups. The results show that genetic introgression from chukar
partridges modifies male red-legged partridge reproductive indicators during in the first year
of age.

Keywords: genetic introgression, partridge, sperm, egg laying
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EVOLUCION DE LA PREVALENCIA DE LA TRICOMONOSIS BOVINA EN ESPANA
Y NUEVAS ALTERNATIVAS PARA SU CONTROL
Collantes-Fernandez, E.", Rojo-Montejo, S., Sanchez-Sanchez, R., Navarro-Lozano, V.,
Moreno-Gonzalo, J., Roman-Trufero, A., Osoro, K., Ortega-Mora, L.M.
'SALUVET, Departamento de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria, U.C.M., Ciudad
Universitaria s/n, 28040 Madrid. Tel: +34913944095. esthercf@vet.ucm.es

INTRODUCCION
La tricomonosis bovina (TB) es una enfermedad parasitaria de transmision sexual que
produce fallo reproductivo temprano. La importancia de esta enfermedad en Espafa se ha
puesto de manifiesto en la dltima década, siendo frecuente en los sistemas extensivos
donde se utiliza la monta natural, causando importantes pérdidas econémicas. En este
sentido, en un estudio reciente realizado en ganaderias de la raza Asturiana de la
Montafa, se ha estimado que los rebafios infectados presentaron un alargamiento del
intervalo entre partos de 80 dias y disminucion del 17,2% en el nimero de terneros/afio,
suponiendo un 68,8% menos de ingresos anuales (Collantes-Fernandez et al., 2014).
A nivel nacional, las medidas de control de esta enfermedad se basan Unicamente en el
diagnéstico y sacrificio de toros infectados. Sin embargo, su eficacia es variable debido a la
presencia de una serie de factores de riesgo, como el uso de pastos comunales (Collantes-
Fernandez et al., 2014). Ante esta situacion, la vacunacion de las hembras podria ser una
medida de control beneficiosa (Villarroel et al., 2004), pero en Europa no existe ninguna
vacuna comercial disponible.
En el presente trabajo se analiza la evolucién de la prevalencia de TB en el ganado vacuno
de carne mantenido en condiciones extensivas en Espafa entre los afios 2008 y 2014. Asi
mismo, se presentan los avances realizados en el estudio de la seguridad y eficacia de
diferentes formulaciones vacunales para el control de esta enfermedad en nuestro pais.

MATERIAL Y METODOS
Presencia y distribucion espacio-temporal de TB en Esparia
Se analizaron los resultados obtenidos de las muestras enviadas al laboratorio SALUVET
para el diagnostico de la TB. Estas muestras fueron enviadas entre los afios 2008 y 2014
y procedian de sementales de granjas con fallo reproductivo temprano o como parte del
programa sanitario para el control de enfermedades venéreas.
La deteccién de Tritrichomonas foetus se realiz6 a partir de muestras de esmegma
prepucial recogidas mediante el raspado de la mucosa del pene y prepucio utilizando un
raspador de cabezal plastico. Las técnicas utilizadas fueron el aislamiento del agente en
medio de cultivo y la detecciébn de sus acidos nucléicos mediante técnicas de PCR
(Mendoza-lbarra et al., 2012).
Desarrollo de una vacuna inactivada para el control de la TB
Como aproximacién para desarrollar vacunas frente a la TB, en este estudio se utilizaron
diferentes formulaciones basadas en extractos proteicos del parasito enriquecidos en
proteinas de membrana, con la finalidad de inducir una respuesta inmunitaria frente a este
tipo de antigenos que pudiera evitar la adhesion de T. foetus al epitelio vaginal.
El disefio experimental se describe en la Tabla 1. Se evaluaron 2 vias de inoculacién
(subcutanea e intranasal) y 2 tipos de antigeno (A y B), combinados con una saponina como
adyuvante. Uno de los grupos, se inmunizé utilizando una vacuna comercial (Trich Guard®,
Boehringer Ingelheim). Se utilizaron 35 novillas virgenes de la raza Holstein distribuidas al
azar en los diferentes grupos, que fueron inmunizadas con dos dosis separadas 21 dias. A
los 21 dias después de la ultima inmunizacion, las novillas fueron desafiadas por via
intravaginal con trofozoitos de T. foetus de un aislado heter6logo. De forma periédica hasta
el dia 112 post-desafio (p.d.) se recogié sangre y moco cérvico-vaginal (MCV).
La seguridad de dichas formulaciones se determind mediante la observacion diaria de los
animales analizando el desarrollo de reacciones locales y sistémicas. La eficacia se
determind: i) analizando la duracion de la infeccion mediante cultivo del parasito a partir del
MCV vy ii) evaluando los niveles de anticuerpos sistémicos (IgG) y genitales (IgA) por la
técnica de ELISA.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Presencia y distribucion espacio-temporal de TB en Espafia
La demanda del diagnéstico de la TB experimentd un importante crecimiento, de manera
que entre los afios 2008-2010 se analizaron 117 muestras de toros, entre 2011-2013 se
analizaron 848 muestras de toro, y s6lo en 2014 se recibieron 1110 muestras de
sementales. Por ello, la evoluciéon de la prevalencia de la TB se realizé comparando las
prevalencias individuales en estos tres periodos de tiempo (afios 2008-2010, afios 2011-
2013 y afio 2014).
Los resultados de diagnéstico indican un descenso significativo de la prevalencia individual a
lo largo de todo el periodo de estudio (P<0,0001; X?). Asi, en el periodo 2008-2010 se
detectd la presencia de la TB en el 30,8% (36/117) de los toros analizados. En el periodo
2011-2013, la prevalencia descendi6 hasta el 15,7% (133/848), y en 2014 se detecté un
11,6% (129/1110) de toros infectados. La presencia de TB en las zonas de montafa fue
significativamente superior que en zonas de dehesa del oeste peninsular, detectandose
prevalencias del 19,5% (71/363) y del 12,8% (62/485), respectivamente (P<0,001; x?).
El incremento del nUmero de muestras a analizar, desde 2008 hasta la actualidad, indica
que cada vez mas ganaderias de vaca nodriza estan implementando el diagnéstico de las
enfermedades venéreas en sus programas sanitarios. Probablemente, el descenso en la
prevalencia observado estd en relacion con una mayor concienciacidbn por parte de
veterinarios y ganaderos sobre la importancia del diagnéstico y eliminacion de toros
infectados en los rebafios, como Unica medida existente para el control de la TB en nuestro
pais. Sin embargo, la prevalencia sigue siendo elevada. El hecho de que el diagndstico y
control de la TB no es obligatorio en Espafia, y que en muchas ganaderias estan presentes
diversos factores de riesgo, como el uso de pastos comunales, toros compartidos o el
comercio de animales de estados sanitario desconocido lleva a pensar que las medidas
disponibles no resultan eficaces al 100%. Por ello, el desarrollo y utilizacion de la
vacunacion se plantea como una alternativa viable para el control de la enfermedad.

Desarrollo de una vacuna inactivada para el control de la TB

Los resultados de seguridad y eficacia de las formulaciones y vias de administracién
probadas en este estudio se presentan a continuacion.

En relacién a la seguridad, no se observaron reacciones sistémicas y, aunque se produjeron
reacciones locales en el punto de la inoculacién, éstas se resolvieron favorablemente.

Con respecto a la eficacia, el tiempo medio de infeccién en los grupos vacunados vari6 entre
33 y 46 dias, mientras que las novillas no vacunadas y desafiadas permanecieron infectadas
hasta el dia 64 (Figura 1; P>0,05, Log-rank). Los mejores resultados se observaron con la
formulacién B (grupo 3) ya que todos los animales eliminaron la infeccién antes del dia 42.
La proteccién observada en los grupos vacunados (G1-G4) con respecto al control (G5)
estuvo asociada a unos niveles elevados de IgG en suero y de IgA en moco cérvico-vaginal
(P<0,0001; ANOVA-Bonferroni).

La formulacién B (G3) se presenta como el mejor candidato para el desarrollo de una
vacuna frente a la TB. El empleo de una formulacion que reduzca el tiempo de infeccion en
las hembras vacunadas antes de que sea un riesgo para el embrion/feto (50-70 dias de
gestacion), podria disminuir las pérdidas econdémicas asociadas a esta enfermedad
(BonDurant et al., 2005; Cobo et al., 2002).

Dada la elevada prevalencia de TB en Espafia y ante la dificultad para controlar la
enfermedad en poblaciones expuestas a factores de riesgo, la vacunacién podria ser un
método viable y eficaz para el control de enfermedad en nuestro pais. No obstante, se
requiere la realizacion de pruebas de campo que permitirian evaluar la proteccién frente a
los problemas reproductivos.
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Tabla 1. Resumen de los grupos de la prueba de vacunacion.

Grupo Numero de Inmunizacién Via Desafio
animales (antigeno) inoculacién
1 6 A SC/sC SI
2 6 A SC/IN SI
3 6 B SC/IN SI
4 7 Trich Guard® SC/SC SI
5 7 PBS SC/SC SI
6 3 PBS SC/IN NO

SC: subcutanea; IN: intranasal
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Figura 1. Tiempos medios de infeccién y desviaciones estandar

EVOLUTION OF BOVINE TRICHOMONOSIS IN SPAIN
AND NEW ALTERNATIVES FOR ITS CONTROL

ABSTRACT : The occurrence of bovine trichomonosis (BT) in Spanish beef cattle farmed
under extensive conditions has significantly increased in the last years. Nowadays, the
control of BT only relies on the identification of infected bulls followed by their removal from
the herd. Vaccination has been proposed as an efficient control measure when risk factors
(e.g. sharing pastures) are present. However, commercial vaccines are not available in
Europe. The present study focused on the follow-up of BT prevalence in Spain from 2008 to
2014, and on the new insights in vaccine development. In the prevalence study, the number
of infected bulls significantly decreased from 30.8% during the period 2008-2010 to 11.6% in
2014, probably due to the implementation of BT regular monitoring programs. Nevertheless,
the BT prevalence is still high indicating that the test and cull measures are not 100%
efficient. This fact highlights the need for other alternatives such as vaccination. In the
second study, the safety and efficacy of different inactivated vaccine formulations based on
Tritrichomonas foetus membrane antigens in combination with saponins were evaluated in
an experimental bovine model. All the formulations were safe and reduced the mean time of
infection from 64 days to 33-46 days. These promising results point out vaccination as a
feasible and efficient measure for BT control in Spain.

Keywords: bovine trichomonosis, prevalence, vaccine, beef cattle.
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CINETICA DE LAS POBLACIONES LEUCOCITARIAS EN VACAS LECHERAS
INFECTADAS EXPERIMENTALMENTE CON NEOSPORA CANINUM
Serrano-Pérez ', B., Mur-Novales, R., Lopez-Helguera, |., Darwich, L., Cabezén, O., Garcia-
Ispierto, I., Lopez-Gatius, F., Almeria, S.

'Dpto. Produccion Animal, Agrotecnio, Universidad de Lleida, Lleida, Espafia.
bserrano@prodan.udl.cat

INTRODUCCION

Neospora caninum es una parasito coccidio intracelular que causa aborto en ganado vacuno
a nivel mundial (Dubey y Schares, 2011). En condiciones de campo, los animales
naturalmente infectados abortan principalmente en el segundo trimestre de gestacion
(Almeria y Lopez-Gatius, 2013). En condiciones experimentales, se han observado
diferencias en la respuesta frente al aborto dependiendo del momento de la infeccion
(Regidor-Cerrillo et al., 2014; Almeria et al., 2014). Las infecciones realizadas a principio del
segundo trimestre (ej. dias 70-90) suelen asociarse con la muerte fetal (Regidor-Cerrillo et
al., 2014), mientras que en infecciones posteriores (ej. dia 110), aunque generalmente no se
produce aborto, se puede observar muerte fetal si el periodo de estudio tras la infeccion es
de 6 semanas (Almeria et al., 2010). El objetivo de este estudio fue evaluar la cinética
semanal de las poblaciones leucocitarias en novillas gestantes experimentalmente
infectadas el dia 110 entre el momento de la infeccion y posterior sacrificio 6 semanas
después.

MATERIAL Y METODOS

En el estudio se incluyeron 10 novillas frisonas sanas seronegativas a N. caninum y 3
novillas cronicamente infectadas frente al parasito. Todas las novillas fueron inseminadas
artificialmente (IA). Los diagnésticos de gestacion se realizaron los dias 28-34 post IA
mediante ecografia transrectal, y se confirmé la gestacion a los dias 90, 120, 150 mediante
palpacion rectal. La infeccion experimental se realizé en 6 animales sanos el dia 110 de
gestacion con 107 taquizoitos de la cepa Nc-Spain7, altamente patégena. De cada animal se
tomaron muestras de sangre de la vena coccigea en tubos con EDTA (5 ml) (BD
Vacutainer®, Becton, Dickinson and Company, Plymouth, GB) semanalmente entre los dias
110 y 150 de gestacion. El recuento total y diferencial de leucocitos se determiné mediante
un analizador automatico de sangre (HemaVet® Sistema multi-especie de Hematologia,
Drew scientific, inc., Dallas, EEUU), estandardizado para el andlisis de sangre bovina y
expresado en nimero de células por microlitro (n x 10%/uL). De cada animal se registraron la
temperatura rectal y los recuentos de leucocitos totales, neutréfilos, linfocitos, monocitos y
eosindfilos en el momento de la infeccion, y los dias 7, 14, 21, 28, 35 y 42 post-infeccion
(p.i), asi como la incidencia de aborto. Los animales con una temperatura superior a 39,5 °C
se consideraron febriles. Los datos se analizaron estadisticamente mediante un analisis de
varianza GLM de medidas repetidas con el paquete SPSS v.17 (SPSS Inc., Chicago, IL,
EEUU). En caso de que las varianzas no fueran iguales se realiz6 la prueba de comparacion
multiple T2 de Tamhane. Los valores medios se expresaron como la media £ desviacion
estandar (SD).

RESULTADOS Y DISCUSION
La incidencia de aborto se registré en el 50% de los animales infectados experimentalmente.
Dos novillas abortaron 2-3 semanas p.i., y se encontré el feto momificado en el momento del
sacrificio en otro animal. De acuerdo a los analisis de medidas repetidas (GLM), la infeccion
experimental por N. caninum afectd significativamente la temperatura rectal y los recuentos
totales y diferenciales de leucocitos (Figuras 1 y 2). Las novillas infectadas
experimentalmente presentaron un incremento de la temperatura los dias 1-7 y 28-35 p.i.
(P=0,05 y P=0,024, respectivamente; efecto intrasujetos) respecto a los animales sanos o
cronicamente infectados (Figura 1). Las novillas experimentalmente infectadas presentaron
una tendencia en el incremento de leucocitos los dias 1-7 y 28-35 p.i (P=0,09 y P=0,072,
respectivamente; efecto intrasujetos) (datos no mostrados), asociado al incremento
significativo de neutrdéfilos los dias 28-35 p.i (P=0,027, efecto intrasujetos) (Figura 2A). Los
recuentos de monocitos fueron significativamente superiores (P=0,05, efecto intersujetos)
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durante todo el periodo de estudio en las novillas infectadas experimentalmente comparadas
con las novillas sanas (Figura 2B).

La mayoria de los animales presentaron los recuentos de leucocitos totales y diferenciales
dentro de los rangos de referencia (Smith, 2014). Una novilla present6 leucocitosis (dia 21) y
neutrofilia (dias 14 y 21) en los dias previos al aborto probablemente en un intento de
control del parasito a nivel placentario. La cinética observada en los neutréfilos y los
recuentos elevados de monocitos posiblemente esté asociada al reclutamiento de fagocitos
hacia los focos de infeccidon. En un estudio previo, recuentos superiores de monocitos fueron
observados en vacas primiparas seropositivas frente a las seronegativas al final del segundo
trimestre de gestacion (Serrano et al., 2011). Los resultados de este estudio muestran como
la infeccion experimental se asocié a una fuerte movilizacién de células fagociticas en las
semanas posteriores a la infeccion en un intento de control del parasito.
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Figura 2. Medias (+error estéandar, x10°/uL) de los recuentos de neutréfilos (A) y monocitos
(B) medidos semanalmente entre el dia 110 (infeccién experimental) y 150 de gestacién en
vacas gestantes sanas, infectadas naturalmente (n=3) y experimentalmente (n=6) con
Neospora caninum.

DYNAMICS PERIPHERAL WHITE BLOOD CELLS IN NEOSPORA CANINUM
EXPERIMENTALLY INFECTED HEIFERS

ABSTRACT: The objective of this work was to study the kinetics of peripheral leukocyte
concentrations in Neospora caninum uninfected (n=4), naturally infected (n=3) and
experimentally infected (n=6) pregnant heifers. Experimental animals were infected at 110
days of gestation with 10" tachyzoites of the high pathogenic strain Nc-Spain 7 and were
sampled for blood and temperature for 6 weeks after infection. Abortion was registered at
some point along the infection period in 3 (50%) on the Neospora-experimentally infected
heifers. General Linear Model (GLM) repeated measures analysis of variance showed that
experimental infection significantly affected temperature, and neutrophil and monocyte
counts. Increasing neutrophil counts were observed in experimentally infected heifers on
days 28-35 post-infection and significant higher monocyte counts were observed throughout
the study period compared to uninfected and naturally infected ones. Increased phagocytes
in experimentally infected dams probably are associated to an attempt of the dam to control
parasite infection.

Keywords: Neospora caninum, pregnancy, heifers, white blood cells.
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LESIONES DE LA CERDA EN EXPLOTACION INTENSIVA Y SU RELACION CON LOS
RESULTADOS REPRODUCTIVOS
Galé, I'., Izaquirre, M., Grandia J*., Daza, A*
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INTRODUCCION

El Cdadigo Britanico de Recomendaciones para el Bienestar Animal establece, entre otras
consideraciones, que los animales tienen que estar libres de dolor y dafo fisico. Las
lesiones podales y cutaneas en ganado porcino se contemplan como claros signos de que el
animal tiene dolor, falta de salud y confort afectando al bienestar animal pudiendo, como
consecuencia, influir en la productividad y en el rendimiento econémico de las explotaciones
(Buxadé y Montes, 2005). En el presente trabajo, bajo la hipétesis de que las lesiones de la
cerda tienen una influencia negativa sobre la productividad, estudiamos, en el escenario
productivo de cuatro granjas porcinas situadas en Aragoén, el efecto de la explotacién y del
orden de parto sobre el nivel de lesiones de la cerda, y si tales lesiones tienen influencia
sobre los resultados reproductivos.

MATERIAL Y METODOS

En 247 cerdas pertenecientes a cuatro explotaciones situadas en Aragon, dos en Tauste
(Zaragoza) (C y M) y dos en Valderrobles (Teruel) (A y V) se determinaron subjetivamente,
mediante observacion visual de un técnico con experiencia al respecto, las lesiones podales
(LP) y lesiones cutaneas (LC) a la entrada de las cerdas en maternidad 5-7 dias antes del
parto utilizando una escala entre 0 y 3 puntos (de menor a mayor lesién). Las cerdas
procedian de parques de gestacion similares, con suelo de hormigon vy rejilla parcial, en
donde se estimaron el nivel de grufiidos y peleas (GP) al comienzo de la formacion de los
grupos de cerdas gestantes mediante la utilizacion de una camara fotografica GO-DRO. El
tamafio de grupo durante la gestacién fue de 32 a 35, 11-12, 15-16 y 15-16 cerdas en las
granjas M, C, V y A respectivamente administrandose 2, 3, 1 y 1 comidas diarias en las
precitadas explotaciones. Se controlaron los resultados del parto de las cerdas (lechones
nacidos LN, nacidos vivos LNV, nacidos muertos LNM y destetados LD). Para estudiar el
nivel de lesiones se utiliz6 un analisis de la varianza que observaba como factores
principales la explotacién y el orden de parto incluyendo ademas la interaccion entre ambos
factores. Para estudiar la influencia de las lesiones sobre los resultados reproductivos se
realiz6 otro analisis de varianza que consideraba como efectos principales el orden de parto,
las LP, LC y GP y las interacciones dobles entre tales factores. Asi mismo, se realizé un
analisis de correlacidon entre las variables reproductivas y el orden de parto, nivel de lesiones
LP y LC y el nivel de GP. Los analisis re llevaron a cabo mediante el paquete estadistico
SPSS-16.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los efectos de la explotacién y del orden de ciclo aparecen reflejados en la Tabla 1. En la
explotacion M, se detectd el maximo nivel de LP, mientras que el minimo nivel de GP se
observo en la explotacion C donde el tamafio de grupo fue de 11-12 cerdas. De acuerdo con
Meunier Salaum y Dantzer (1990) y Lagreca et al (2006), en ganado porcino, el tamafio de
grupo ideal que genera menos agresividad esta comprendido entre 8 y 10 animales, grupos
de hasta 16 individuos se desenvuelven con normalidad, pero cuando conviven mas de 25
animales el establecimiento y funcionamiento de las jerarquias se complica
considerablemente aumentando la agresividad porque los animales no reconocen el lugar
que ocupan sus compaferos en el orden jerarquico. Nuestros resultados no han encontrado
una relacion explicable entre el numero de comidas diarias y la agresividad.

Los niveles de LP y de GP se incrementaron con el orden de ciclo. El efecto del orden de
parto sobre las LP puede explicarse por el aumento de peso de las cerdas con el nimero de
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ciclo, lo que, claramente, se traduce en una debilidad de patas (Quiles, 2004). En lo que
concierne a los GP, parece que las cerdas viejas, que en un momento determinado de su
vida fueron dominantes, se resisten a perder su orden correspondiente en la escala
jerarquica y responden, como consecuencia, con una conducta de agresividad manifiesta.
Los maximos niveles de LC aparecieron en los ciclos quinto, sexto y séptimo y siguientes.

La interaccién explotacion x orden de ciclo para las variables LP y GP fueron significativas
(P<0,05) Las LP no se incrementaron con el orden de parto en la explotacion Ay los GP no
aumentaron con el orden de ciclo en la C, mientras que en el resto de las explotaciones las
LP y GP aumentaron con el orden de ciclo.

La relacién observada, mediante regresion simple, entre las variables LC y GP respondié a
la ecuacion: LC = 0,24 + 0,46 GP  (R®>=0,39, RSD = 0,68, P <0,0001), lo que se traduce
en que la variabilidad de las LC se explica en un 39% por los GP. Sin embargo, las LP y las
LC estuvieron poco relacionadas (r = 0,15) asi como las LP y los GP (r = 0,22).

En la Tabla 2 aparece reflejada la significacion estadistica de los factores orden de ciclo y
niveles de LP, LC y GP sobre las variables LN, LNV, LNM y LD. El orden de parto tuvo
influencia significativa (P<0,0001) sobre los resultados reproductivos, aumentando los LNV
hasta el tercero y cuarto parto y reduciéndose después en los partos posteriores (10,3, 11,1,
12,0, 12,1, 11,0, 11,3 y 11,0 lechones respectivamente). Sin embargo, un efecto significativo
de las lesiones podales sobre LN y LNM fue observado.

Tabla 1. Efecto de la explotacién y del orden de ciclo (OC) sobre el nivel de lesiones
podales (LP), gruniidos y peleas (GP) y lesiones cutaneas (LC).

Explotacion (E) n LP GP LC
A (15-16) 62 1,25°° 1,15 0,68
C (11-12) 62 1,50° 0,92° 1,03
M (32-35) 69 1,962 1,392 0,88
V (15-16) 54 0,93° 1,43° 0,72
sem 0,13 0,13 0,12
oC

Nuliparas 9 0,96 ° 0,40° 0,78 °°
1 38 0,79°¢ 0,72°¢ 0,57 ¢
2 75 1,04 <@ 1,12° 0,83
3 41 1,40 ™ 0,99 ° 0,58 °
4 20 1,85 @° 0,99 P 0,48 ¢
5 17 1,39 ™ 1,872 1,372
6 23 1,76 2° 1,772 0,94 ®¢
>7 24 2,09° 1,93° 1,06 ®
sem 0,16 0,15 0,17
P explotacion < 0,0001 0,015 0,16
P orden de ciclo < 0,0001 0,0001 0,025
P Ex OC 0,001 0,0038 0,09

() = tamafio de grupo. A = cerdas Large White x Landrace, C = cerdas Duroc x (Large White x Landrace) M =
cerdas sintéticas Topics, V = cerdas Landrace. LP, Gy P y LC = escala de 0 a 3 de menor a mayor lesion y
grado de gruiidos y peleas sem = error estandar de la media. n = n° de cerdas Segun factor de variacion, medias
con distintos superindices difieren P <0,05.

Tabla 2. Valores de significacion estadistica de las variables reproductivas respecto a los
factores de variaciéon orden de ciclo, lesiones podales (LP), lesiones cutaneas (LC) y

grunidos y peleas (GP).

Factores de variacion LN LNV LNM LD IDCF
Orden de ciclo P< 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0035
LP P< 0,0001 0,70 0,0073 0,93 0,37

LC P< 0,64 0,93 0,40 0,92 0,67

GP P< 0,19 0,92 0,015 0,83 0,84

En la Tabla 3 reflejamos las correlaciones entre los resultados reproductivos y el orden de
ciclo y lesiones y GP. Entre los LN y las LP se detect6é un coeficiente de correlacién positivo
y significativo (P<0,01), lo que no concuerda con la hipotesis previa establecida en este
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experimento, aunque la variable LNM estuvo correlacionada positivamente con las LP. Los
coeficientes de correlacién encontrados entre las variables reproductivas estudiadas y las
LC y el nivel de GP no fueron significativos (P >0,05)

Tabla 3. Correlaciones entre las variables reproductivas y el orden de ciclo (OC) y lesiones

podales (LP), lesiones cutaneas (LC) y grunidos y peleas (GP).
LN

LNV LNM LD
oC 0,29 0,24*** 0,20** 0,16*
LP 0,20* 0,14 0,17* 0,10
LC 0,046 - 0,026 0,089 0,012
GP 0,11 0,0064 0,15* 0,0062

* P <0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001

Se concluye que lesiones podales no demasiado severas no derivan en desviaciones
significativas de los resultados reproductivos de la cerda.
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SOW DAMAGES IN INTENSIVE EXPLOITATION AD RELATION BETWEEN DAMAGES
AND REPRODUCTIVE RESULTS

Foot and skin damages levels were controlled according to cycle order in 247 sows from four
farms 5-7 days before farrowing. Grunts and figths were recorded at beginning of prenancy
period. Born piglets, stillborn piglets live born piglets and weaned piglets were also
controlled. The farm had significant effects on foot damages and grunts and fights level
(P<0.05). Gilts and sows of first and second farrowings had less foot damages than the sows
old of fourth and more of sixth farrowings. Was not found a reduction of reproductive
performance as increased foot and skin damages. Between skin damages and grunts and
fights level was detected a relation positive and significant (P<0.05).

Key words: sow, damages, reproductive results.
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IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA DE LOS
RECEPTORES DE MELATONIA MT; Y MT, EN EL TRACTO REPRODUCTOR DEL
MORUECO
Gonzalez-Arto, M.", Aguilar, D., Gaspar, E., Hamilton, RST.,Pérez-Pé, R., Muifio-Blanco,
T.,Cebrian-Pérez, J.A 'y Casao.A.
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INTRODUCCION

La hormona melatonina es una de las sustancias biolégicamente activas mas antiguas de
los organismos vivos y desempefia una gran variedad de funciones (Reiter et al. 2013). Una
gran parte de estas funciones las ejerce principalmente interaccionando con los receptores
transmembrana acoplados a proteina G, MT, y MT,, los cuales intervienen en diferentes
vias de transduccioén de sefial (Dubocovich y Markowska, 2005). La melatonina se sintetiza
principalmente en la glandula pineal durante la noche, y, como consecuencia de ello, sus
niveles en plasma sanguineo son practicamente inexistentes durante el dia (Reiter, 1991).
Sin embargo, recientes estudios de nuestro grupo de investigacion han demostrado la
presencia de melatonina en plasma seminal ovino (Casao et al., 2010), y que en este fluido
la melatonina mantiene niveles constantes a lo largo del dia. Estudios posteriores de nuestro
grupo también han verificado la existencia de las enzimas responsables de la sintesis de
melatonina en el tracto reproductor de morueco (Gonzalez-Arto et al., 2014), lo que indicaria
una cierta capacidad de sintesis de esta hormona en estos 6rganos. La melatonina, tanto
endégena como exdgena, produce una mejora no solo de la calidad seminal, sino también
del volumen y la concentracién del eyaculado de morueco (Rosa et al., 2012), lo que sugiere
una accién de la melatonina sobre la espermatogénesis. Ademas, debido a su accién
antioxidante (Reiter et al., 2000) y antiapoptética (Casao et al.,, 2010), la melatonina
presente en el tracto genital podria ejercer un efecto protector sobre los espermatozoides no
solo durante su formacion, sino también en el momento de la eyaculacion. Con el objetivo de
empezar a comprender el mecanismo de accion de la melatonina en el macho, en este
trabajo se analizé la posible existencia de los dos receptores principales de melatonina, MT,
y MT;, en los distintos tejidos del aparato reproductor del morueco (testiculo, epididimo y
glandulas accesorias).

MATERIAL Y METODOS
Los tejidos analizados en este estudio (testiculo, en el que debido a su gran volumen se
obtuvieron muestras en zona anterior y posterior, cabeza, cuerpo y cola del epididimo,
conducto deferente, ampolla, prostata, vesicula seminal y glandulas bulbouretrales) se
obtuvieron a partir de dos machos ovinos de la raza Rasa Aragonesa sacrificados en la
Facultad de Veterinaria de Zaragoza de acuerdo a la normativa vigente. Una vez obtenidos
los tejidos, se congelaron inmediatamente en nitrdgeno liquido para su conservacion. El
ARN total se extrajo mediante homogenizacién de 300 mg de cada tejido en Tri-reagent
(Sigma-Aldrich, San Luis, MO, Estados Unidos) segun el método descrito por Chomczynski
y Sacchi (1987). Para la retrotranscripciénse parti6 de 500 ng de ARN vy se utilizd el kit
SuperScript Il (Invitrogen, CA, USA). Para amplificar las secuencias especificas de cada
receptor se disefiaron cebadores especificos a través de la base de datos del NCBI
(Nacional Center for Biotechnology Information, Tabla 1). A partir de 2 yL de ADNc de cada
tejido se llevaron a cabo 35 ciclos de amplificacién, cuyas condiciones fueron 95 °C durante
1 min, 56 °C durante 1 min y 72 °C durante 30 s. Asimismo, se llevé a cabo un paso de
desnaturalizacion inicial durante 3 min a 95 °C, y al final, 15 min de extensién a 72 °C. Los
productos de la PCR se separaron en un gel de agarosa al 2% en un buffer Tris—borato—
EDTA (TBE) con 0.5 yL/mL de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, USA), y se
visualizaron posteriormente bajo luz ultravioleta. Como control positivo se utilizé retina de
ovino (Coge et al., 2009). Para cuantificar los niveles de expresiéon génica de los receptores
en cada uno de los tejidos, se llevd a cabo una PCR en tiempo real utilizando iTaq Universal
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SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados Unidos). La cuantificacién se
realiz6 por medio del método comparativo 2-AACt y se determin6 la expresién relativa de
dichos genes en relacion a dos genes enddgenos (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) y actina: por medio del método Pfaff (Pfaff et al. 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de la retrotranscripcion del ARN obtenido en los distintos tejidos del tracto genital
del morueco demostré la amplificacién de fragmentos de un tamafio coincidente con el
esperable para MT, (136 pares de bases (pb)) en todos los tejidos estudiados (Fig. 1A) y
para MT,(169 pb) en testiculo anterior y posterior, asi como en la retina (Fig.1B).La PCR a
tiempo real para el receptor MT determin6é que los niveles de expresién de este receptor
eran mas elevados en cola de epididimo, ampolla y conducto deferente que en el resto de
los tejidos. En el caso del receptor MT,, los valores de expresion mas elevados fueron los
correspondientes al testiculo, mientras que el resto de tejidos los niveles de expresion
fueron menores, aunque detectables en todos ellos (Fig. 2).

Aunque los altos niveles de expresion génica de los receptores de melatonina en el
testiculo, sobre todo las observadas en el caso del MT,, podrian deberse a la expresiéon
génica de los receptores en la membrana de los espermatozoides en formaciéon (Casao et
al., 2012) durante la espermatogénesis o la maduracion espermatica en el epididimo, la
presencia de estos receptores en otros tipos celulares dentro del testiculo o el epididimo
tampoco debe descartarse, como sugiere también su presencia en las glandulas accesorias.
En resumen, los resultados obtenidos sugieren que la melatonina podria actuar a través de
estos receptores y modular la calidad seminal, y consecuentemente, la capacidad
fecundante de los eyaculados.
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Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizada para la amplificacién por RT-PCR y q-PCR de los
receptores para melatonina MT; y MT,, y de los genes enddégenos gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) y actina.

Gen Cebador directo Cebador reverso

MT, 5-AGGAACGCAGGGAATGTGTTTG-3 5-CACTAAGTTGGCAATGCAGGG-3’

MT, 5-CTCTTCCAAGGGCAGCCAG-3’ 5'-GGATCATCACCAAACCTCCCG-3’
GAPDH 5-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3 5-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’
Actina 5-CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT-3’ 5-GGGCAGTGATCTCTTTCTGC-3
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Figura 1. Expresion génica de MT,(A) y MT,(B) en testiculo anterior (1) y posterior (2),
cabeza (3), cuerpo (4) y cola de epididimo (5), ampolla (6), préstata (7), vesicula seminal (8),
conducto deferente (9), glandulas bulbouretrales (10), retina (11) y control negativo (12).
Marcador de peso molecular (0); la flechas indican 100 y 150 pares de bases en A y

B,respectivamente.
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Figura 2. Cuantificacién de la expresion génica de MT, (A) y MT, (B) obtenida por PCR en
tiempo real en testiculo anterior (1) y posterior (2), cabeza (3), cuerpo (4) y cola de
epididimo (5), ampolla (6), préstata (7), vesicula seminal (8), conducto deferente (9),
glandulas bulbouretrales (10) y retina (11).

IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF MELATONIN RECEPTOR GENE
EXPRESSION, MT, AND MT.IN THE RAM GENITAL TRACT

ABSTRACT: Melatonin is a ubiquitous molecule present in a wide range of organisms and
involved in multiple functions. Many of these actions are mediated by MT, and MT, G-protein
coupled receptors, which are involved in different signal transduction pathways. The
objective of this study was to determine the gene expression of the two MT, and MT,
melatonin receptors in the gonads and accessory sexual glands of rams by RT-PCR and
quantitative real time PCR. Our findings evidenced that MT,; and MT, mRNA are present in
different levels in the gonad, epididymis and sexual glands of the ram. Quantitative real time
PCR showed that MT, expression levels are higher in the epididymis tail, ampulla and vas
deferens whereas the MT, highest expression values are in the testis. These results suggest
that melatonin may act through these receptors and influence semen quality, and thus, the
fertilizing capacity of ejaculates.

Keywords: MT, receptor, MT, receptor, gene expression, reproductive tract
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EFECTO DE LA EDAD DEL DONANTE Y DE LA APLICACION DE IMPLANTES DE
MELATONINA EN LA CRIOCONSERVACION ESPERMATICA OVINA
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INTRODUCCION

En ovinos, la conducta sexual y la calidad del semen son los principales factores que limitan
la eficiencia de la reproducciéon en el macho a lo largo de afio. Los moruecos son
reproductores estacionales en los que el fotoperiodo es la sefial ambiental principal que
controla la actividad reproductiva. Por ello, el uso de implantes de melatonina en el morueco
durante la estacion no reproductiva se ha asociado con mejoras en parametros
reproductivos como el diametro escrotal, la produccién y calidad espermatica (Palacin et al.,
2008). Del mismo modo, la estacionalidad puede condicionar los periodos de congelacion
del semen para su utilizacién posterior, ya que el semen de morueco congelado en
primavera parece ser de peor calidad que el congelado durante el otofio (D' Alessandro y
Martemucci, 2003), resultando en una reduccion de la movilidad y viabilidad, lo cual
disminuye la supervivencia y capacidad fecundante de las dosis conservadas para la
inseminacion artificial (Maxwell y Watson, 1996). Por ultimo, es preciso recordar que la
produccion seminal, y por consiguiente, su potencial reproductivo evolucionan de acuerdo a
la edad. De tal manera, los moruecos adultos presentan mejor calidad seminal y fertilidad
que los jovenes (Beltran de Heredia, 2009), hecho que se le atribuye al desarrollo de la
madurez sexual, lo que repercute en una mayor calidad seminal y fertilidad de los
espermatozoides refrigerados y criopreservados de animales adultos (Rodriguez-Almeida et
al., 2008). Asi los objetivos del presente trabajo son valorar el posible efecto de la edad del
donante de semen y la aplicacién de los implantes de melatonina a lo largo de 2 primaveras
consecutivas sobre la calidad espermatica post-descongelacion.

MATERIAL Y METODOS

Este experimento se llevo a cabo en la primavera de 2 afios consecutivos. Para ello, en el
primer afio del estudio, 8 animales (4 de raza Aranesa y 4 de raza Xisqueta) de
aproximadamente 16 meses de edad se dividieron en dos grupos homogéneos: el grupo A
recibié 3 implantes subcutaneos de 18 mg melatonina (Melovine®, Ceva Salud Animal) por
morueco y el grupo B no recibi6é implante. Al siguiente afio, cuando los animales contaban
con unos 28 meses de edad fueron también divididos al azar en 2 grupos; a 4 moruecos se
les colocé 3 implantes subcutaneos de melatonina (grupo A) y los otros 4 no recibieron
implante (grupo B). Pasados dos meses tras colocar los implantes, se les colecté semen con
vagina artificial 1 6 2 dias/semana y 2 eyaculados/dia en primavera, a la de edad de 18
meses y 30 meses respectivamente. Los eyaculados eran mezclados en un tubo de acuerdo
a su grupo experimental, diluidos (1:5, v/v) en la solucion TGC compuesta por 0,3 M Tris,
27,75 mM Glucosa, 94,7 mM acido citrico (345 mOsm/kg, pH 7.2) y centrifugados a 600g
durante 10 minutos por dos veces. Tras descartar el sobrenadante, los sedimentos fueron
resuspendidos (1:4) en la solucién TGC con una concentracion final de 5 % glicerol y 15 %
(v/v) de yema de huevo en polvo, 1000 Ul/ml de penicilina benzatinica y 1.0 mg/ml de sulfato
de estreptomicina. Una vez homogenizada las suspensiones, los tubos se introdujeron en un
recipiente con 10 mL de agua a 20 °C, se colocaron en una nevera portatil (Dometic-Waeco)
a 5°C y fueron trasladados a una camara de frio. Tras aproximadamente 3h y 30' de
refrigeracion se les agregoé mas diluyente hasta alcanzar una concentracion final de 400 x10°
de espermatozoides/mL. Las distintas alicuotas refrigeradas a 5°C fueron envasadas en
pajuelas de 0,25 mL (IMV, L’Aigle Cedex, France) y selladas con alcohol polivinilico. A
continuacion, una vez transcurridas 4 horas de refrigeracion, las pajuelas fueron congeladas
en vapores de nitrégeno liquido (LN?), a 5 cm por encima del nivel de LN? durante 10
minutos, para finalmente ser sumergidas en él para su almacenamiento hasta su
descongelacion.
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Tras la descongelacion de las distintas pajuelas (a 37°C durante 30”), se valoro6 la viabilidad
espermatica por medio de la tincion de eosina-nigrosinag(Hancok, 1957) y la motilidad
espermatica total y progresiva mediante el sistema ISAS (Proiser R+D S.D., Valencia).
Asimismo, se determin6 la morfometria espermatica a partir de frotis de Igs diferentes
muestras descongeladas tefiidas siguiendo el protocolo comercial Diff-Quik mediante el
modulo de morfometria de este mismo sistema CASA. Para ello, se empled la opcién de
analisis global de la cabeza, midiendo la longitud (L, ym), anchura (W, um), perimetro (P,
um) y area (A, um?) como parametros referentes al tamafio, asi como también analizando la
elipticidad (L/W), rugosidad (41 A/P?), elongacion (L-W/L+W) y regularidad (11 LW/4A) como
parametros referentes a la forma de la cabeza. Finalmente, los datos fueron analizados
utilizando el procedimiento GLM (ANOVA) de SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.),
en un disefio factorial, teniendo como factor la edad (1 afio vs 2 afios) e implantados/no
implantados con melatonina (grupo A vs grupo B). Se realizé 6 repeticiones por unidad
experimental. Cuando las diferencias fueron significativas (p <0,05), se realiz6 el test de
Bonferroni de comparacion de medias a posteriori.

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez analizados los distintos parametros descritos anteriormente (Tabla 1), se observo
que ninguno de ellos se vio afectado por la aplicacion de implantes subcutaneos de
melatonina en los sementales ovinos, en ninguna de las dos edades testadas. En cambio, si
se observo un significativo incremento de la motilidad total espermatica y de las dimensiones
de la cabeza de los espermatozoides tras la descongelacion a medida que aumentaba la
edad de los donantes de semen (P<0,001). Respecto a la forma de la cabeza de los
espermatozoides descongelados, no se apreciaron diferencias entre los grupos de animales
(con o sin implante) ni entre las dos edades testadas, siendo los valores (media + SEM) de
elipticidad de 1,8 + 0,0, de elongaciéon de 0,3 + 0,0, de rugosidad de 0,8 + 0,0 y de
regularidad de 0,9 + 0,0. Asi, la aplicacion de los implantes de melatonina no parece mejorar
la calidad del semen, una vez descongelado, de machos de 18 y 30 meses de edad.
Resultados contradictorios al presente trabajo han sido presentados por Casao et al. (2007)
y Kaya et al. (2000) en moruecos de diferentes razas, donde la aplicaciéon de implantes de
melatonina mejor6 la motilidad e integridad acrosomal tras la descongelacion, mientras que
Romao et al. (2003) en moruecos de la razas Merina Preta y Campanica no observaron
ninguna diferencia en los parametros de calidad seminal post-descongelacion, asi como
tampoco influyé en la tasa de fertilidad, cuando se compar6 espermatozoides de animales
tratados con no tratados. Probablemente estos resultados tan dispares se deban a que la
mayoria de razas mediterraneas son poco estacionales (Pelletier et al., 2000; Azcona et al.,
2001), por lo que la mayoria de tratamientos con implante de melatonina en fotoperiodo
positivo no alteran significativamente la calidad del semen en estas localizaciones
geograficas. Asimismo, estos resultados contradictorios que exhiben las células
espermaticas de la misma especie ante los procesos de criopreservacion podrian deberse a
factores como la edad, el tipo de crioprotector y aditivos en los diluyentes (Marti et al., 2011).
En cuanto a los resultados de morfometria espermatica obtenidos tras el proceso de
crioconservacion, no se mostré ningin cambio significativo en la forma de la cabeza de los
espermatozoides en ninguno de los tratamientos estudiados, ni por el efecto de la edad ni
por la administracién de implantes de melatonina. Sin embargo, teniendo en cuenta las
dimensiones obtenidas en las diferentes edades de los donantes, podemos indicar que las
modificaciones de los parametros morfométricos referentes al tamafio de la cabeza tras la
criopreservacion dependen principalmente de la estabilizacién de la madurez sexual de los
moruecos (Marti et al., 2011). En conclusion, el uso de implantes de melatonina no parece
haber proporcionado ninguna ventaja a la hora de conservar espermatozoides fuera del
fotoperiodo negativo, probablemente debido a que las razas autéctonas Aranesa y Xisqueta
son poco estacionales en cuanto a produccién y calidad espermatica, siendo mas
determinante, en nuestro caso, la edad del donante de semen.
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Tabla 1. Efecto de la edad del donante y de la aplicacién de implantes de melatonina sobre
la viabilidad, motilidad y morfometria de Ila cabeza de espermatozoides ovinos
descongelados

Motilidad Motilidad Longitud Ancho Area Perimetro

Tratamiento Viabilidad Total Progresiva (um) (um) (pmz) (um)

18 m (A) 35.736.37  30.6+0 53 18.6+1.7 8.3+0.1° 4.8+0.1% 33.8+0.7° 23.0%0.1°
18 m (B) 40.96+6.14 28 0+2 ga 18.5+3.2 8.4+0.0° 4.8+0.0° 33.4+0.2° 23.1%0.1°
30 m (A) 31174371  40.0+3 1b 15.7+0.9 8.5:0.0° 5.0+0.0° 35.4+0.3° 23.7+0.1°

30m (B) 41504424 399+12  20.3t26  85:0.0° 50£00° 353:02° 23.7:0.1°

ab

Diferentes letras en la misma columna representan diferencias significativas (P<0.001; media *
SEM, n=6) entre tratamientos (18m (A): 18 meses de edad de los donantes con implantes de
melatonina 18m (B): 18 meses de edad sin implante de melatonina, 30m (A): 30 meses de edad con
implante, 30m(B): 30 meses de edad sin implante)

EFFECT OF DONOR AGE AND MELATONIN IMPLANT APPLICATION
ON RAM SPERM CRYOPRESERVATION

ABSTRACT: The effect of age and melatonin implant on sperm cryosurvival of eight rams
during two consecutive springs was studied. In the first spring, the rams (18 months old)
were divided into two groups; group A with melatonin implants (Melovine®) inserted 60 days
before semen collection, and group B without melatonin implants. Semen was collected via
artificial vagina and according to the experimental design, fresh ejaculates were immediately
mixed, centrifuged twice at 600g for 10min, re-suspended in a Tris-based extender
containing 15% powdered egg yolk and 5% glycerol, and refrigerated for 4 hours at 5°C
before freezing in liquid nitrogen vapour. The experiment was repeated with the same
animals (30 months old) in the next spring. Sperm cryosurvival (meantSEM, n=6)
determined with eosin-nigrosin stain showed no significant difference after thawing between
group A (35.7346.37) and group B (40.9616.14) in the first spring. When rams were 30
months old, post-thaw viability in group B (41.50+4.24) was higher than in group A
(31.17+3.71), but not significantly (p>0.05). Total motility was significantly higher (P<0.001)
in frozen sperm of older males irrespective of melatonin. Results from post-thawed sperm
morphometry by computer-assisted system (ISAS®) showed no difference between the
groups but varied significantly (P<0.001) with age.

Keywords: ram sperm cryopreservation melatonin
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INTRODUCCION
Para incrementar la receptividad sexual de las conejas, el método mas comun es el
tratamiento con eCG (equine Chorionic Gonadotropin). Un método alternativo en ritmos
semiintensivos (inseminacion el dia 11 post-parto), evitando el uso de hormonas, es la
separacion de las madres de sus camadas durante 24-48 horas (Alvarifio et al., 1998;
Bonanno et al., 2004). Los programas de alimentaciéon también se utilizan como método de
sincronizacién de celo debido a la elevada relacién entre la condicion corporal de la coneja y
su productividad (Cardinali et al., 2008). Por tanto, el objetivo del presente estudio es
determinar el efecto de la sincronizacion del celo (con o sin hormonas), en combinacion con
distintas estrategias alimentarias, en los parametros reproductivos de conejas en distintos
estadios productivos (nuliparas y multiparas lactantes).

MATERIAL Y METODOS
Se distribuyeron un total de 114 conejas hibridas (Neozelandés blanco x Californiano), bajo
condiciones ambientales controladas, segun los siguientes disefios experimentales:
- Experimento 1: 49 hembras nuliparas de 4,5 meses de edad se dividieron en 2 grupos, uno
fue tratado con 25 Ul de eCG (grupo eCG; n=20) y otro no fue sincronizado (grupo Control;
n=29). Tras la inseminacion artificial (IA), 15 animales del grupo control y 10 del grupo eCG
se sometieron a una restriccion alimentaria del 70% de sus necesidades diarias (130 g/d)
durante los primeros 20 dias de gestacién (R). El resto de animales de cada grupo se
alimentaron ad libitum (AL).
- Experimento 2: 65 hembras multiparas lactantes fueron alimentadas desde la recria con un
pienso comercial (Control; n=30) y un pienso suplementado con &acidos grasos
poliinsaturados n-3 (AGPI; n=35), en el que se incluyé un 6% (30 g/kg) de un suplemento
con un 50% de extracto etéreo concentrado a partir de aceite refinado de salmén (Optomega
50, Optivite, International Ltd., Espafia). El dia 11 post-parto (pp) fueron sincronizadas de
dos modos: 14 animales del grupo control y 18 del grupo AGPI fueron separados de sus
camadas durante 24 horas antes de la IA (BIO), mientras que 16 animales del grupo control
y 17 del grupo AGPI se sincronizaron con 25 Ul de eCG 48 horas antes de la IA.
La ovulacion se indujo con 20 pg i.m. de Gonadorelina (Inducel-GnRH, Lab. Ovejero, Ledn,
Esparia). Se determin¢ la fertilidad [(nimero de partos/numero de inseminaciones) x 100], la
prolificidad [nimero de gazapos nacidos vivos, muertos y totales por parto], y el peso de la
camada a nacimiento. Asimismo, en el experimento 1, se calculé el consumo de pienso de
las conejas nuliparas desde la |IA hasta el dia 20 de gestacion. Para analizar
estadisticamente los resultados se utilizé6 el software SAS (SAS Institute Inc., 2001). Todas
las variables continuas (consumo prolificidad y peso de los gazapos) se analizaron
mediante un, analisis de varianza de una via (proc glm) y para la fertilidad se utiliz6 una chi-
cuadrado (x2, proc catmod). Los efectos estudiados en el experimento 1 fueron el nivel de
alimentacion y la sincronizacion de celo, asi como su interaccion; mientras que en el
experimento 2, se analiz6 el tipo de pienso, el método de sincronizacion de celo y su
interaccion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados productivos de las conejas nuliparas se muestran en la Tabla 1. El
tratamiento con eCG 48 h antes de la IA no afecté a la fertilidad que fue alta en todos los
grupos, ya que son nuliparas. Este tipo de hembras son mas receptivas que las multiparas
(Rebollar et al., 1994) y si tienen un peso adecuado y una buena condicion corporal, su
fertilidad suele ser elevada. Una vez inseminadas y aplicada la restriccion alimentaria, las
conejas que disponian de pienso ad libitum, consumieron unos 70 g/d mas de pienso que
las restringidas hasta el dia 20 de gestacién. Con respecto a la prolificidad, la eCG no afecté
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al numero de nacidos totales pero dentro de este grupo, las que habian estado restringidas
parieron menos gazapos en total que el resto (P<0,1). Bourdillon et al. (1992) observaron
que la eCG aumenta la prolificidad sustancialmente pero s6lo en hembras primiparas, no en
nuliparas. Ademas, el tratamiento con eCG, tanto en las restringidas como en las
alimentadas ad libitum, produjo una elevada mortalidad al nacimiento, ya que mas del 40%
de los gazapos en estos grupos nacieron muertos (P<0,05). Por otro lado, la mortalidad en
las alimentadas ad libitum concuerda con los resultados obtenidos anteriormente por
Ashworth (1991) y Lawlor et al. (2007) que describen un descenso de la progesterona, que
puede modificar el desarrollo endometrial y aumentar la mortalidad a nacimiento, en cerdas
"sobrealimentadas". No se observaron interacciones significativas entre el tratamiento de
sincronizacion y el tipo alimentacion sobre ningun parametro productivo.

Tabla 1. Resultados productivos (media + SEM) de conejas nuliparas sincronizadas (Sinc.)
o no con 25 Ul de eCG, 48 horas antes de la Inseminacion artificial, y alimentadas ad libitum
(AL) o restringidas (R) al 70% de sus necesidades energéticas diarias durante los primeros
20 dias de gestacion.

Control eCG
AL R AL R PSinc. PAIimentacién

N° hembras 14 15 10 10
Fertilidad (%) 92,9 80,0 70,0 80,0 n.s. n.s.
Consumo (g)" 201+6,1%  1305,9°  197+7,7°  1307,3®° ns.
Prolificidad

Nacidos totales ~ 10,8+1,08% 10,2+1,08% 11,6+1,41® 7,2#1,52° n.s. T

Nacidos vivos 8,8+1,26° 9,2+1,26°  5,0+1,65°  4,0+1,79° *x n.s.

Nacidos muertos  2,0+0,88°  1,0+0,88°  6,6+1,15%  3,2+1,24°  *** *x
Peso gazapo (g)? 48,2+3,16 51,743,116 54,74548 4924548 n.s. n.s.

"consumo desde el dia de la IA hasta el dia 20 de gestacion, “peso camadaln® gazapos
vivos; n.s.: no significativo; ***: P<0,005; **: P<0,05; t: P=0,06.

En la Tabla 2 se observan los resultados productivos de las conejas multiparas lactantes. A
pesar de que la receptividad sexual de las conejas lactantes en dia 11 pp suele ser muy baja
debido al efecto negativo que ejerce en ese momento la produccion de leche sobre la
respuesta ovulatoria (Castellini y Lattaioli, 1999), la fertilidad aument6 alrededor del 45% en
las hembras alimentadas con el pienso control sincronizadas con eCG con respecto a las
BIO. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos previamente por Bourdillon et al.
(1992) y Davoust (1994). Sin embargo, en las conejas suplementadas con AGPI este
incremento no fue tan acusado y la fertilidad del grupo eCG alcanzé valores intermedios.

Tabla 2. Resultados productivos (media + SEM) de conejas lactantes sincronizadas (Sinc.)
mediante separacion de camada (BIO) o con 25 Ul de eCG 48 horas antes de la
Inseminacién artificial, y alimentadas o no con un pienso enriquecido en AGPI n-3 desde la
recria.

Control AGPI
BIO eCG BIO eCG PSincr. PPienso

N° hembras 14 16 18 17
Fertilidad (%) 35,7° 81,3° 50,0° 58,8%° * n.s.
Prolificidad

Nacidos totales 7,6+2,16° 13,5+1,34* 7,7+#1,61° 13,7+1,53° e n.s.

Nacidos vivos 7,2+1,83 9,6%£1,13 7,3+1,36 9,4+1,29 n.s. n.s.

Nacidos muertos  0,4+1,90°  3,9+1,18% 0,3+1,42°  4,3+1,35° ** n.s.
Peso gazapo (g)  69,6+6,82°° 57,044,23° 74,1+5,08% 66,014,82% + n.s.

"peso camadaln® gazapos vivos; n.s.: no significativo; ***: P<0,005; **: P<0,05. 1: P=0,06

La suplementacién con AGPI no afect6 a la prolificidad, ya que son acidos grasos que
pueden mejorar algunos aspectos metabdlicos de los animales como reducir el colesterol y
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mejorar la respuesta inmune (Santoma, 2012), pero no se han descrito mejoras en el
numero de crias al parto en conejos (Rebollar et al., 2014). Una separacién de 24 h no
parece ser lo suficientemente eficaz como la eCG en dia 11 pp, siendo necesarias
separaciones mas largas. Por otro lado, las conejas tratadas con eCG tuvieron mas de 13
gazapos totales de media, mientras que el grupo BIO tuvo 6 gazapos menos (P<0,005).
Bonanno et al. (1990) y Boiti et al. (1995) determinaron que la eCG provoca un mayor
crecimiento folicular, una mayor intensidad de ovulacién y un mayor numero de foliculos
hemorragicos que sugieren una estimulaciébn excesiva o anémala de los ovarios. En
cualquier caso, aunque no hubo diferencias en el nimero de gazapos nacidos vivos, las
conejas tratadas con eCG parieron alrededor de 4 gazapos muertos mas que las conejas
separadas de sus camadas (BIO). Por tanto, habria que valorar si este tratamiento hormonal
esta provocando la implantacién de un nimero demasiado elevado de fetos que compiten
por su espacio, o si a nivel feto-placentario se esta ocasionando alguna alteracion. El
incremento del peso de los gazapos a nacimiento producido por la suplementacién con
AGPI que se ha observado en otros estudios (Rebollar et al., 2014), podria estar
enmascarado en este caso por el efecto de la eCG, la cual increment6 la mortinatalidad
penalizando el peso de los nacidos vivos del grupo AGPI. No se observaron interacciones
significativas entre el tratamiento de sincronizacion y el tipo de dieta suministrada sobre
ningun parametro productivo.
Se puede concluir que la restriccion del alimento en gestacion no afecta negativamente a los
parametros productivos de fertilidad, disminuyendo la mortalidad a nacimiento de las
conejas nuliparas, por lo que podria ser una propuesta para reducir costes de alimentacion
en las explotaciones. El tratamiento con eCG ha afectado negativamente a la prolificidad
ocasionando una elevada mortalidad de gazapos al nacimiento en ambos experimentos, por
lo que no parece un tratamiento de sincronizacion adecuado. Ademas, puede atenuar los
efectos positivos de la suplementacion con AGPI sobre el peso de los gazapos al
nacimiento.
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EFFECT OF DIFFERENT FEED STRATEGIES AND OESTRUS SYNCHRONIZATION ON
PRODUCTION PARAMETERS IN RABBIT DOES

ABSTRACT: Two feed strategies (ad libitum throughout pregnancy and restriction during the
first 20 days), combined with oestrus synchronization with eCG or not in nulliparous rabbit
does, were studied. Moreover, the effects of different diets (control and supplemented with
PUFA n-3) and oestrus synchronization, by doe-litter separation or eCG injection, in
multiparous lactating rabbit does were also evaluated. Nulliparous group were inseminated at
4.5 months of age, and multiparous group on day 11 post-partum. In both groups, fertility and
prolificacy parameters were determined. Feed restriction did not affect fertility, but reduced
the mortality in nulliparous females. The hormonal synchronization increased kits mortality in
both experiments and covered up for the improvement of weight of newborns in multiparous
does supplemented with PUFA.

Keywords: rabbit, synchronization, PUFA, feed restriction.
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ESTUDIO DE DIFERENTES PROTOCOLOS DE RESTRICCION ALIMENTARIA
SOBRE EL DESARROLLO FETOPLACENTARIO EN LA CONEJA
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N.', Bermejo-Poza R.", Lorenzo PL.?, Rebollar PG®.
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INTRODUCCION

En los ultimos afos, el precio de las materias primas y por consiguiente, el precio del pienso,
ha incrementado los gastos del productor reduciendo sus ingresos (Pascual et al., 2014).
Durante la gestacion, las necesidades nutricionales de las conejas son muy elevadas por lo
que los gastos de produccion se disparan. El ajuste del alimento en funciéon de las
necesidades nutricionales en las conejas gestantes puede estar indicado una vez que la
hembra ha alcanzado su peso adulto y a partir de la segunda gestaciéon, ya que en ese
momento las conejas sufren un descenso importante de fertilidad (Rebollar et al., 2009).
Durante la gestacion la hembra debe reprogramar su metabolismo para el correcto
crecimiento fetal y poder tener una adecuada produccion lactea para su descendencia
(Woods et al., 1998). A su vez, tanto el exceso como la deficiencia de alimento durante la
gestacion pueden afectar a la prolificidad y por consiguiente, es necesario buscar un
equilibrio entre el gasto econédmico en alimentacién sin llegar a perjudicar el desarrollo fetal y
de la camada. El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto que tienen diferentes
pautas de restriccién alimentaria en distintos intervalos gestacionales sobre la respuesta
ovulatoria y el desarrollo fetoplacentario en conejas multiparas de alta produccion.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé6 con 32 conejas multiparas hibridas New Zealand x California alojadas
en jaulas individuales y en condiciones ambientales de temperatura y luminosidad
controladas (20-25°C, 16HL:8HO). Todas se alimentaron con un pienso comercial (2400 kcal
ED/kg, 37% FND y 16% PB) y agua ad libitum. Se realizé un control individual de consumo 2
semanas antes de iniciar el experimento, siendo de media 217,045,7 g/dia/coneja. Las
hembras fueron inseminadas (IA) y se distribuyeron en tres grupos segun el protocolo
alimentario. El primer grupo, denominado grupo control (Grupo C, n=9) fue alimentado ad
libitum durante toda la gestacion, el grupo de restriccion parcial (Grupo P, n=11) fue
restringido al 50% de su consumo previo diario desde el momento de la IA (dia 0) hasta el
dia 7 de gestacioén (incluido). Por ultimo, el grupo de restriccion total (Grupo T, n=12) fue
restringido al 50% desde el dia 0 hasta el dia 28 de gestaciéon. A dia 28 de gestacion las
hembras fueron sacrificadas de acuerdo con la normativa del Real Decreto 53/2013. En ellas
se realiz6 una laparotomia, extrayendo el tracto uterino junto con los ovarios. A nivel ovarico,
se conté el numero de cuerpos luteos por coneja y se calculd la tasa de implantaciéon
embrionaria (numero fetos normales + fetos macerados + reabsorciones embrionarias/
numero total de cuerpos ltteos x100). Se extrajeron del Utero las unidades fetoplacentarias,
para contarlas y clasificar los fetos segin su estado (fetos normales, macerados y
reabsorciones embrionarias). En aquellos considerados normales se separ6 al feto de sus
bolsas fetales para pesarlo y medir el diametro biparietal (DBP), diametro toracico (DT) y la
longitud del feto (LON). La placenta de cada individuo también se peso.

Para el tratamiento estadistico de los resultados de consumo de pienso en gestacién se
realizé un ANOVA (proc MIXED) y la tasa de implantacién con una x? (proc CATMOD). Los
datos fetoplacentarios se analizaron con un ANOVA (proc GLM) considerando el protocolo
alimentario como principal fuente de variacion y el tamafio de camada como covariable
(SAS, version 9.1). .

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en relaciéon al consumo de pienso en gestacion se muestran en la
Figura 1. Tras el periodo de restriccion, el grupo P aumenté significativamente el consumo
de pienso respecto al C en la 22 y 3% semana de gestacion (+16,86%, +9,64%,
respectivamente). Las conejas comen voluntariamente un 25-50% de mas durante las 3
primeras semanas de gestacion (Fortun-Lamothe et al., 2006), para después en la ultima
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disminuir drasticamente el consumo, a la vez que sus fetos crecen exponencialmente; esto
redunda en un balance energético negativo en este periodo debido a la gran transferencia
de nutrientes a los fetos (Fortun Lamothe et al., 1994). Nuestros resultados confirman que
en la ultima semana de gestacion, tanto el grupo C como el P disminuyeron drasticamente el
consumo de pienso y esta reduccion podemos considerarla fisiolodgica, ya que a medida que
sus fetos crecen aumenta la escasez de espacio a nivel abdominal.

En este sentido, Nafeaa et al. (2011) han descrito que, en gestacion, el ajuste de la cantidad
de alimento suministrado diariamente al 60% del total que ingiere una coneja, afecta
negativamente si es aplicado en la segunda mitad, mientras que si se aplica en los primeros
15 dias, no se observan efectos adversos ni en la viabilidad ni en el peso de los gazapos al
nacimiento, coincidiendo con nuestros resultados (Tablas 1, 2). Este manejo asociado a un
suministro ad libitum en el ultimo tercio de gestacién aumenta el consumo voluntario de las
hembras al final de la misma (Manal et al., 2010), justamente cuando las necesidades
fetales son mayores. Esto podria mejorar el estado energético de las madres al parto,
reduciendo los efectos negativos que tiene la lactacion sobre su posterior funcién
reproductiva (mala respuesta ovulatoria y aumento del intervalo parto-inseminacion fértil asi
como, mejorar el peso y la viabilidad de los gazapos). Asimismo es mas rentable desde un
punto de vista econémico porque disminuye el gasto en alimentacion de las conejas
reproductoras (Manal et al., 2010).

El numero de cuerpos luteos fue similar entre los tres grupos (P>0,05; Tabla 1). La tasa de
implantacién, asi como el numero de fetos (normales o macerados) o reabsorciones
embrionarias a dia 28 de gestacién también fueron similares entre grupos. Sin embargo, los
fetos expuestos a un ambiente adverso la primera semana de gestacion (Grupo P) solo
presentaron una menor longitud, mientras que los de las que sufrieron restriccion durante
toda la gestacion, presentaron una reduccion significativa de todos los parametros
fetométricos (Tabla 2), respecto a los grupos C y P (P<0,05 y P<0,05), pudiéndose asociar
estas diferencias a un menor peso placentario. En este sentido, se puede decir que la
nutricibn materna juega un papel vital en el correcto desarrollo fetal, ya que determina la
disponibilidad de nutrientes para la transferencia al feto a través de la placenta. Por tanto,
este 6rgano temporal es uno de los mayores determinantes del crecimiento fetal ya que
debe de responder a las exigencias nutricionales de los fetos, pero también limitarlo
dependiendo del estado fisiologico de la hembra. No obstante, el mecanismo por el cual la
placenta regula el paso de nutrientes en situaciones adversas sigue siendo controvertido.
Por ejemplo, Heasman et al. (1998), observaron que en la oveja una situacion de restriccion
alimentaria (desde el principio a la mitad de gestacién) aumenta el tamafio placentario, sin
verse afectado el peso fetal. No obstante, la duracién de la gestacién en la oveja es
relativamente mas larga que la de la coneja pudiendo llegar a compensar esta restriccion.

En conclusién, una restriccién alimentaria del 50% durante la primera semana de gestacion
seguida de una realimentacién esta asociada a un mayor consumo de pienso al final de la
misma, no viéndose afectada la tasa de implantacion embrionaria, ni el desarrollo
placentario ni la mayoria de los resultados fetométricos. No obstante, una restriccién durante
toda la gestacién, aunque tampoco ha reducido sensiblemente la tasa de implantacion,
parece estar asociada a una peor placentacion y por consiguiente un menor peso y
dimensiones de los fetos. Se necesitan estudios en los que se pueda valorar si se puede
compensar un nivel de restriccion minimo en gestacion para ahorrar costes de produccion,
sin afectar a la longevidad de las madres y la viabilidad futura de sus crias.
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Figura 1. Estimacion del consumo de pienso diario durante las semanas de gestacion.
Media + SEM. (a, b; P<0,05).

Tabla 1. Numero de cuerpos liteos, tasa de implantacion y desarrollo fetal a dia 28 de
gestacion en conejas control (C=9), parcialmente restringidas (P=11) y totalmente
restringidas (T=12) en gestacién. Media + SEM.

C P T
Cuerpos luteos 13,6+0,84 12,7+0,76 12,0+0,73
Tasa de implantacion (%) 87,5+9,37 94,7+8,48 87,5+8,11
Fetos normales 11,741,16 11,241,05 9,8+1,00
Fetos macerados 0,2+0,19 0,4+0,17 0,2+0,17
Reabsorciones embrionarias 0,2+0,20 0,4+0,18 0,4+0,18

Tabla 2. Datos fetométricos y placentarios obtenidos a dia 28 de gestacion en conejas
control (C=9), parcialmente restringidas (P=11) y totalmente restringidas (T=12) en
gestacion. Media + SEM. (a, b, ¢; P<0,001).

C P T
Numero de fetos 105 126 117
DBP (cm) 1,7+0,01 1,7+0,01 1,7+0,01
DT (cm) 1,9+0,02° 1,9+0,02° 1,8+0,02°
LON (cm) 9,9+0,09° 9,5+0,08° 9,1+0,08°
Peso feto (g) 42,1+0,67° 41,1+0,60° 35,7+0,64°
Peso placenta (g) 6,0+0,16° 5,9+0,14° 4,7+0,16°

Diametro biparietal (DBP), Diametro toracico (DT) y Longitud fetal (LON).

THE EFFECT OF DIFFERENT MATERNAL UNDERNUTRITION PROTOCOLS ON THE
FETOPLACENTAL DEVELOPMENT IN RABBIT DOES

ABSTRACT: To evaluate the effect of different feed restrictions on the fetoplacental
development in rabbit does, a total of 32 animals were divided in three groups. Group C
(n=9) was fed ad libitum throughout the pregnancy, whereas group P (n=11) was restricted to
50% of their requirements from day 0 to day 7 of pregnancy and group T (n=12) restricted to
50% throughout the pregnancy. On day 28 of pregnancy, fetuses from group T presented
lower placental weight and fetal size respect group C and P (P<0.05). Feed restriction during
the first week was related to a lower fetal distance from crown to tail basis respect group C.
Does from group P consumed a higher amount of feed respect group C when the restriction
period was concluded. In conclusion, a severe feed restriction throughout pregnancy affected
negatively the development of the conceptuses, whereas the restriction during the first week
reduced crown to tail basis respect group C. However, it was not linked to an altered
ovulation or a higher implantational loss rate.

Keywords: pregnancy, feed restriction, rabbit, fetoplacental unit

— 431 -



AIDA (2015), XVI Jornadas sobre Produccion Animal, Tomo II, 432-434

PIENSOS RICOS EN ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS n-3 AUMENTAN LA
CONCENTRACION DE PROGESTERONA PLASMATICA DURANTE LA GESTACION, Y
MEJORAN LA FERTILIDAD Y EL TAMANO DE LOS NACIDOS VIVOS EN CONEJAS
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INTRODUCCION

En trabajos previos (Rebollar et al., 2014) hemos demostrado que el suministro de niveles
de inclusion bajos (7,5 g/kg), pero de manera prolongada de un suplemento rico en acidos
grasos poliinsaturados (AGPI) n-3 en el pienso de las conejas reproductoras, tiende a
incrementar las concentraciones de progesterona los dias 5-7 de gestaciéon, aumentando
significativamente el tamafio de sus recién nacidos y disminuyendo la mortalidad a
nacimiento. Sin embargo, también hemos observado que el consumo de pienso disminuye
al incrementar bruscamente los niveles de inclusion de 7,5 a 15 g/kg durante la primera
lactacion, aunque la fertilidad a segundo parto mejora (Rodriguez et al., 2014). El objetivo
de este trabajo fue confirmar si niveles de inclusion de AGPI superiores (30g/kg) y de
manera continuada desde la recria, mejorarian aun mas los resultados productivos sin
alterar el consumo de pienso.

MATERIAL Y METODOS
Un total de 127 conejas hibridas (Neozelandés blanco x Californiano), con 8 semanas de
edad, alojadas en la granja experimental de la E.T.S.l. Agrénomos de Madrid (20-25°C,
16HL:8HO) se distribuyeron al azar en dos grupos desde la recria hasta el segundo parto.
Se les suministré dos piensos ad libitum con igual composicion en ingredientes y valor
nutritivo (2400 kcal ED/kg, 35% FND y 16% PB) pero suplementados con diferentes fuentes
de grasa. En el pienso P (n=64) se incluyé un 6% (30g/kg) de un suplemento con un 50%
de extracto etéreo, concentrado en AGPI n-3 [13% DHA (C22:6 n-3), 3% DAPA (C22:5 n-3),
7% EPA (C20:5 n-3), 7% ODTA (C18:4 n-3) y 3% Linolénico (C18:3 n-3)] (Optomega 50,
Optivite, International Ltd., Espafia), a partir de aceite refinado de salmoén, y en el pienso C
(n=63) se utilizé un 3% de grasa mezcla de origen animal (sebo y manteca).
Todas las conejas se inseminaron artificialmente (IA) el mismo dia (dia 0) con una mezcla
heterospérmica de semen fresco, y para inducirles la ovulacién se les aplicé una inyeccion
intramuscular de 20 ug de un analogo de GnRH (Inducel-GnRH, Lab. Ovejero, Espafia). La
primera |IA se realizé a los 4,5 meses de edad y la segunda, después del destete (32 dias
post-parto). Las conejas negativas de la primera IA se excluyeron del estudio. Se control6 el
consumo de pienso de las conejas durante la recria, la primera gestacion y la primera
lactacion. También se analizé la fertiidad y la prolificidad obtenidas tras ambas
inseminaciones. Las camadas en lactacion se ajustaron a 7-10 gazapos. Para determinar si
el pienso consumido por las madres antes y durante la primera gestacion influyo sobre las
medidas de los gazapos al nacimiento, se eligieron 20 camadas de 1 dia de edad (10 del
grupo P y 10 del grupo C) que tuviesen 10-11 gazapos/camada. Ademas, a 12 conejas de
cada grupo se les tom6 una muestra de sangre los dias -7, 0, 7, 14, 21 y 28 de la primera
gestacion para determinar las concentraciones de progesterona. Para ello, se utilizd un kit
comercial ELISA de progesterona (Demeditec Diagnostics GmbH, Alemania) basado en el
principio de unién competitiva. Previamente, las muestras de plasma se extrajeron con éter
de petréleo (la eficiencia de la extraccion fue 85%). La sensibilidad fue de 0,045 ng/mL y los
coeficientes de variacion inter e intra ensayo fueron 5,5 y 6,9%, respectivamente.
Para analizar estadisticamente los resultados se utilizd el software SAS (SAS Institute Inc.,
2001). Todas las variables continuas (consumo y prolificidad) se analizaron mediante un
analisis de varianza de una via (proc gim) y la fertilidad mediante chi-cuadrado (x?),
estudiando en ambos casos el tipo de pienso consumido (control y P) y el nimero de IA
(primera y segunda) como efectos principales, asi como su interaccion. El efecto del pienso
sobre las concentraciones de progesterona antes y durante la gestaciéon se estudidé con un
analisis de medidas repetidas (proc mixed) con la variable coneja anidada al efecto pienso.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las conejas consumieron una cantidad similar del pienso C y P en recria (190,2+4,5 y
180,2+4,4 g/d; P=0,1184), en gestacion (171,4 + 15,1 y 193,24163,5 g/d; P=0,3329) y en
lactacion (372,3+15,3 y 339,3+16,3 g/d; P=0,1439), respectivamente. En el grupo control se
observé un descenso importante del porcentaje de conejas prefiadas después de la
segunda IA (Tabla 1), ya que se trata de hembras primiparas y aunque acaban de ser
destetadas, se encuentran en una fase de su vida reproductiva critica en cuanto a la
disponibilidad de reservas energéticas para afrontar una nueva gestacion. No obstante, en
las hembras alimentadas con AGPI no se observd este descenso por lo que dicha
suplementacion ha favorecido posiblemente su respuesta reproductora. Los resultados de
prolificidad fueron altos en ambos grupos, observandose un incremento de la misma y del
numero de destetados después del segundo parto, ya que a medida que la edad de la
coneja aumenta, también es mayor su capacidad de ingestion y su respuesta ovulatoria
(Rebollar et al., 2006).

Tabla 1. Fertilidad y prolificidad (media + SEM) de conejas alimentadas con una dieta
control (C) o con una dieta enriquecida con acidos grasos poliinsaturados n-3 (P) desde la
recria hasta el segundo parto.

C P Ppienso PIA Ppienso*IA
12 1A 28 1A 12 1A 28 1A
n 63 51 64 54
Fertilidad (%) 90,5+4,55° 68,445,11° 88,9+4,55° 84,945,01% n.s. .
Vivos 9,9+0,38° 11,6£0,51* 9,6+0,39° 11,240,48° n.s. *on.s.
Muertos 0,5+0,15 0,5+0,20 0,2+0,15 0,6+0,19 n.s. n.s. n.s.

Destetados ~ 9,1+0,31 10,2+0,41  8,8+0,31 9,3+0,38 n.s **ons

n.s.: no significativo; medias con diferentes superindices (a,b) indican diferencias significativas (***: P<0,0001; t: P=0,0669).

Las conejas suplementadas con AGPI parieron gazapos significativamente mas grandes
tanto en longitud (LON), como en su diametro biparietal (DBP) y toracico (DT) (Tabla 2). Tal
y como se ha descrito en lechones (Rooke et al., 2001), estas dimensiones indican un
mayor desarrollo cerebral y corporal en general, por lo que presumiblemente estos gazapos
deberian tener una mayor viabilidad los primeros dias tras el parto.

Tabla 2. Dimensiones (media + SEM) de gazapos de 1 dia de edad de conejas alimentadas
con una dieta control (C) o con una dieta enriquecida con acidos grasos poliinsaturados n-3
(P) desde la recria hasta el sequndo parto. Medias con diferentes superindices (a,b) indican
diferencias significativas (***: P<0,0001).

¢} P
N° de camadas* 10 10
LON (mm) 95,4+0,87°  101+0,88"°
DBP (mm) 18,3x0,18°  19,6+0,18°
DT (mm) 16,1£0,36°  19,00,37°

*Todas las camadas eran de 10-11 gazapos. LON: Longitud; DBP: Diametro Biparietal;, DT: Diametro toracico.

Las conejas suplementadas con AGPI presentaron concentraciones de progesterona mas
altas los dias 7 y 14 de gestacion (Figura 1). MacLaren et al. (2006) sugieren que el posible
efecto beneficioso de los AGPI n-3 sobre la produccién de progesterona puede ser debido a
la activacion de la familia nuclear de PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors) en
las células luteales. Dichos receptores preservan la funcién de los cuerpos luteos de las
conejas, tal y como demostr6 Zerani et al. (2013), y explicarian el incremento de
progesterona en los dias 7 y 14 de gestacion que hemos observado en este estudio. En
esos dias, la implantaciéon de los embriones y las primeras fases del desarrollo se estan
llevando a cabo por lo que si existe algun efecto, éste tiene que ser positivo y explicaria el
aumento de fertilidad de las conejas del grupo AGPI. Este comportamiento de la
progesterona, con el mismo suplemento y a concentraciones mas bajas ya se ha descrito
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previamente en conejas entre los dias 5 y 7 de gestacién, aunque no tan marcado,
(Rebollar et al., 2014).

50
40
30 4
20 4

10

Progesterona (ng/ml)

0 -

-10 -

dias de gestacidn

Figura 1. Concentraciones (media + SEM) de progesterona (ng/ml) a lo largo de la primera
gestacion en conejas alimentadas con una dieta control (C; n=12) o con una dieta
enriquecida con &cidos grasos poliinsaturados n-3. (P; n=12) desde la recria hasta el
segundo parto.*: P=0,0292. **: P=0,0013

En conclusion, una suplementacién de la dieta de conejas reproductoras con AGPI n-3 al
6% desde la recria no afectd al consumo ni a la prolificidad de las mismas, pero mejor6 la
fertilidad, e incrementé el tamafio de sus gazapos al nacimiento. Ademas las
concentraciones de progesterona en las primeras semanas de gestacidbn aumentaron,
pudiendo favorecer los procesos ligados a la implantacion embrionaria y al desarrollo
placentario.
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DIETS ENRICHED WITH POLIUNSATURATED FATTY ACIDS n-3 INCREASE
PROGESTERONE CONCENTRATIONS DURING PREGNANCY, AND IMPROVE RABBIT
DOES FERTILITY AND NEWBORN SIZE

ABSTRACT: One hundred and twenty seven rabbit does were fed ad libitum from rearing until
2" weaning, two isofibrous, isoenergetic and isoproteic diets supplemented with two different
fat sources: 3% lard for diet C (control) or 6% of a supplement (Optomega-50; Optivite
International Ltd., Espafia) containing a 50% of ether extract and 38% of n-3 polyunsaturated
fatty acids for diet P (PUFA n-3). Does were inseminated at 4.5 months of age and then, at 32
days after the first parturition. Fertility and prolificacy were determined. Blood samples were
obtained in 12 does of each group at -7, 0, 7, 14, 21 and 28 days of pregnancy to determine
plasma progesterone. In addition, 10 litters from each group with 10-11 kits, one day old, were
measured determining their length, and their biparietal and thoracic diameters. Feed intake and
prolificacy were similar in both groups. Supplementation with PUFA n-3 improved fertility at
second Al. Progesterone concentrations on day 7 and 14 of pregnancy in PUFA does, and the
size of their kits at birth were also increased.

Key words: PUFA n-3, progesterone, fertility, prolificacy.
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EFECTO DELBICARBONATO SOBRE LA ACTIVACION DE LA PROTEIN KINASA A
(PKA) Y LA FEQUNDACIC')N IN VITROEN LA ESPECIE PORCINA
Soriano-Ubeda, C., Matas, C., Garcia-Vazquez, F.A'

Departamento de Fisiologia. Facultad de Veterinaria. Universidad de Murcia
Campus Mare Nostrum, 30100, Murcia e IMIB, Murcia. ' fagarcia@um.es

INTRODUCCION

El proceso de fecundacién consiste en la union de los gametos femenino y masculino para
dar origen a un cigoto totipotente. Las interacciones a nivel celular y molecular, asi como las
condiciones fisico-quimicas del microambiente en el que la fecundacion tiene lugar son muy
complejas y no totalmente esclarecidas. Se sabe que los espermatozoides recién
eyaculados no son capaces de fecundar, y requieren una serie de modificaciones en el
tracto genital de la hembra para adquirir la habilidad de penetrar el ovocito (capacitacion
espermatica). En este sentido, el fluido oviductal ofrece un ambiente esencial para que se
desarrollen dichas modificaciones, ya que en su composicién se encuentran moléculas
como el bicarbonato (HCOj3) (Visconti, 2009), que en condiciones in vivo se presenta en un
rango de concentracion de 10 a 33mM (Rodriguez-Martinez, 2007). El HCOg3, ademas, se
encuentra implicado en otros procesos relacionados con la capacidad de fecundacién, como
son los cambios de motilidad e hiperactivacion del espermatozoide, y es uno de los
principales responsables de la activacién de la adenilatociclasa soluble presente en el
espermatozoide, activando la via de fosforilacion de sustratos de la proteina kinasa A (PKA),
los cuales son indicativos del estado de capacitacion espermatica (Visconti et al., 1999). El
objetivo de este estudio fue intentar reproducir los acontecimientos que tienen lugar de
manera fisiolégica en torno a la fecundacién y esclarecer los niveles de HCO3™ 6ptimos para
la capacitacion espermatica y fecundacion in vitro (FIV) en la especie porcina.

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se extrajeron espermatozoides de la cola del epididimo de cerdos
sacrificados en matadero. Para ello y tras diseccion, se introdujo aire a presion en el
conducto epididimario con un abbocath adaptado a una jeringuilla hasta obtener una
muestra de espermatozoides por el conducto deferente. Por un lado se estudié la activacién
de la PKA a través de la sefal de fosforilacion de los substratos de PKA mediante western
blot (WB). Para ello, las muestras de espermatozoides se incubaron durante 60 min en
medio TALP de capacitacion (Rath et al., 1999) con diferentes concentraciones de HCO; (0,
15 y 25mM, siendo 25 mM la concentracion habitual en los actuales sistemas de
capacitacion y fecundacion in vitro en la especie porcina). Ademas, paralelamente se incubd
una muestra de espermatozoides en un medio no capacitante (PBS). Por otro lado, se
realizé la FIV de ovocitos porcinos madurados in vitro (n=606) en medio TALP con las
diferentes concentraciones de HCOj3™ descritas anteriormente. A las 18 h de cocultivo, fueron
fijados y tefiidos con Hoechst, para posteriormente evaluar en cada grupo experimental y
mediante microscopia de fluorescencia el porcentaje de penetracion (%PEN), porcentaje de
monospermia (%MON), numero de espermatozoides por ovocito (SPZ/OVO) y el numero de
espermatozoides adheridos a la zona pelicida (ZPBINDING).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de activacion de PKA (fosforilacion de los substratos de PKA) mediante WB
se muestran en la Figura 1 (A), asi como la cuantificacién de la sefal en cada grupo
experimental (Figura 1B). Se observa que las sefiales obtenidas en los grupos 15 y 25 mM
no presentan diferencias estadisticamente significativas entre si (p>0,05) pero si con
respecto a los grupos PBS y 0 mM (p<0,05). De este modo, el HCO3 a una concentracién
de 15 mM produce una activacién de PKA similar al habitualmente utilizado en los actuales
sistemas de capacitacion in vitro en la especie porcina (25 mM).
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Figura 1. A) Inmunodeteccion de la fosforilacion de los substratos de PKA mediante western

blot en espermatozoides epididimarios incubados durante 60 min en medio TALP con
diferentes concentraciones de HCOj3 (0, 15 y 25 mM) y en medio no capacitante (PBS). B)
Cuantificacion de la intensidad relativa de sefial obtenida en la inmunodeteccién de la
activacion de PKA en los diferentes grupos experimentales. El gréfico representa la media
S.D. Diferentes letras (a, b) indican diferencias significativas (p<0,05).

o

Ademas, en los resultados obtenidos en la FIV (Tabla 1), los tres grupos experimentales
muestran diferencias estadisticamente significativas entre si (p<0,05). Por un lado, la
ausencia total de HCO3 hace imposible la penetracion de ovocitos (0OmM: 0+0 %PEN) ya
que para obtener una capacitacion espermatica, interaccion espermatozoide-ovocito y
fecundacion correctas, el ion HCO3™ es esencial (Harrison, 1996). Sin embargo, aunque los
sistemas actuales de FIV porcina con 25 mM de HCOj; proporcionen un elevado %PEN
(97,42+1,14), los resultados de monospermia y, por tanto, de éxito de la técnica de FIV y
obtencion de cigotos potencialmente viables, son muy bajos (%MON: 10,05+2,19). Al reducir
la concentracion de HCOj3; en el medio de FIV a 15 mM, observamos que aunque el %PEN
es inferior (79,61+2,81) el %MON aumenta significativamente, lo que incrementa la
eficiencia de la técnica en un 31% con respecto al grupo 25 mM.

Tabla 1. Parametros de FIV de ovocitos porcinos con espermatozoides epididimarios en un
medio con diferente concentraciéon de HCOs (0, 15 y 256 mM): % penetracion (%PEN), %
monospermia (%MON), n° espermatozoides por ovocito (SPZ/OVO) y n° espermatozoides
unidos a la ZP (ZPBINDING). Los resultados se expresan como la media * E.S. Diferentes
superindices (%, ®, °) en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05)

GRUPO %PEN %MON  SPZ/OVO ZPBINDING
0mM (n=216) 0x0° 0£0° 0x0° 0,29+0,04°
15mM (n=206) 79,61+2,81° 32,93+3,68° 3,99+0,27° 4,89+0,53"
25mM (n=194) 97,42+1,14° 10,05+2,19° 6,7240,37° 8,94+0,72°

De este modo, 15 mM se postula como una concentracion de HCO3” mas adecuada para la
FIV, ya que permite un mayor rendimiento en la obtencién in vitro de cigotos monospérmicos
y, por tanto, de embriones potencialmente viables. Este hecho pone de manifiesto la
necesidad de reajustar la concentracion de HCOj3™ en los actuales sistemas de capacitacion
espermatica y fecundacion in vitro en la especie porcina, pues una concentracién menor a la
comunmente utilizada es suficiente para optimizar el rendimiento de estas técnicas, lo que
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podria suponer una mayor rentabilidad en los actuales sistemas de produccion in vitro de
embriones en la especie porcina.
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EFFECT OF BICARBONATE ON PROTEIN KINASE A (PKA) ACTIVATION AND ON IN
VITROFERTILIZATION OUTPUT IN PORCINE

Abstract: Prior to their encounter with the oocyte, spermatozoa have to experiment some
modifications to get the ability to fertilize the egg, the sperm capacitation. Some of the
components of the oviductal fluid (such as HCOj3) play an essential role during sperm
capacitation. This study attempts to apply the optimal HCO3 concentration during in vitro
fertilization (IVF) process in porcine. First, the effect of different concentrations of HCO;™ (0,
15 and 25 mM) on PKA substrates phosphorylation (indicative of capacitation) was evaluated
in epididymal sperm; second, the IVF was performed with different HCO3 concentrations in
order to improve the efficiency of viable zygotes production. The results showed that 15 mM
of HCOj3 produces a similar effect on sperm PKA activation (p>0.05) that when 25 mM of
HCO; was achieved. Moreover, when 15 mM of HCO3™ was used in IVF medium a greater
efficiency was observed compared to other groups. Although 15 mM group offers less
penetration (0 mM: 0x0% 15 mM: 79.61+2.81°, 25 mM: 97.42+1.145 p<0.05), the
monospermy was the highest (0 mM: 0+0% 15 mM: 32.93+3.68°, 25 mM: 10.05+2.19%;
p<0.05). These facts could indicate the necessity of readjust the HCO3;™ concentration in the
current systems of sperm capacitation and IVF in swine.

Keywords: bicarbonate, PKA, in vitro fertilization, porcine.
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EFECTO DE LAS PROTEINAS EZRINA, HSP70-1A Y HSP90a EN LA FECUNDACION IN
VITRO PORCINA
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Mare Nostrum". IMIB (Instituto Murciano de Investigacién Biomédica). Universidad de
Murcia. rromar@um.es

INTRODUCCION

El endurecimiento prefecundacién de la zona pelucida (ZP) de los ovocitos ejercido por
proteinas presentes en el fluido oviductal es reponsable, en parte, del bloqueo de la
polispermia en la especie porcina. Entre las proteinas responsables de este endurecimiento
se encuentran la osteopontina (SPP1) (Hao et al., 2006) y la oviductina (Coy et al., 2008a).
Recientemente nuestro grupo ha identificado otras proteinas que estan presentes en el
fluido oviductal que endurece la ZP pero ausentes en fluido que no ejerce este efecto
(Mondéjar et al., 2013). Entre las proteinas con posible efecto endurecedor se encuentran la
ezrina y otras de la familia de las proteinas de choque térmico (heat shock proteins, HSP)
como la HSP70-1A y la HSP90a. La ezrina tiene un papel conocido en la capacitacion
espermatica mediante la formacién del complejo ezrina-radixina-actina (Wang et al., 2008).
Por su parte, las HSP son una amplia familia de proteinas chaperonas, altamente
conservadas entre especies, con numerosas funciones descritas sobre la fecundacion y el
desarrollo embrionario temprano en mamiferos (revisado por Neuer et al., 2000). Sin
embargo, el posible papel de estas proteinas en el mecanismo de endurecimiento de la ZP y
la posterior fecundaciéon en condiciones in vitro no se ha estudiado todavia. El objetivo de
este trabajo es evaluar el efecto de la ezrina, HSP70-1A y HSP90a sobre el endurecimeinto
de la ZP y los resultados de la fecundacion in vitro en ovocitos porcinos.

MATERIAL Y METODOS

Los ovocitos se obtuvieron de ovarios de cerdas prepuberes (Landrace x Large White)
mediante la aspiracién de los foliculos entre 3-6 mm de diametro y se transfirieron a medio
de maduraciéon NCSU-37 siguiendo los protocolos de nuestro laboratorio (Coy et al., 2008).
Una vez maduros (42-44 h), los ovocitos se denudaron y se incubaron 1h en medio TALP
suplementado con ezrina (200 ng/ml; #ab91744, Abcam), HSP70-1A (550 ng/ml; #ADI-ESP-
555, Enzo Life Sciences) y HSP90a (550 ng/ml; #ADI-SPP-776, Enzo Life Sciences). El
grupo control se mantuvo en medio TALP sin proteinas. Pasado el tiempo de incubacion, los
ovocitos se lavaron en PBS y se valord el tiempo de digestion de la ZP a 38,5°C
transfiriéndolos a una solucion de pronasa al 0,5% en PBS. Se realizaron cuatro replicados
con 6-7 ovocitos por grupo. En un segundo experimento, los ovocitos maduros se
denudaron, se lavaron en medio TALP y se transfirieron a pocillos conteniendo 250 pl de
medio TALP suplementado con las proteinas a la concentracion indicada anteriormente para
ser inseminados (25-30 ovocitos/pocillo). Los espermatozoides, procedentes de la fraccion
rica del eyaculado de verracos de fertilidad probada, se diluyeron 1:1 v/v en BTS (Pursel y
Johnson, 1975) y se centrifugaron (700g, 30 min) en un gradiente 45-90% v/v de Percoll
(Pharmacia, Uppsala, Suecia) (Coy et al., 2008). El pellet obtenido se diluyd en medio TALP,
se centrifugd de nuevo (100g, 10 min) y el sedimento se resuspendié en medio TALP para
afiadirse a los pocillos conteniendo los ovocitos, a una concentracion final de 2X10*
espermatozoides/ml. Los gametos se co-cultivaron 18-20 h y se realizaron tres replicados.
Pasado este tiempo los posibles cigotos se fijaron 30 min en glutaraldehido al 0,5% en PBS
y para tefiir el ADN se incubaron posteriormente 15 min con Hoechst 33342 (1mg/ml en
PBS; #B-2261; Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa). Tras la fecundacién se valor6 la
penetrabilidad espermatica, la formacion de pronucleo masculino, la monospermia y el
numero de espermatozoides adheridos a la ZP. Los datos se presentan como media £ SEM.
Las variables (tiempo de digestion de la ZP y parametros de FIV) fueron analizadas
mediante un ANOVA vy las diferencias se consideraron significativas para P<0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de digestién de la ZP mostraron un efecto significativo de las tres proteinas
estudiadas sobre el endurecimiento de la ZP tras la incubacion de los ovocitos. La ZP del
grupo control tardé en digerirse 66,0 + 2,1 s (n=27) y la incubacién con HSP70 y HSP90a
aument6 este tiempo a 81,6 + 2,8 s (n=25) y 79,7 + 3,8 s (n=25) respectivamente
(P<0,0001). La ezrina fue la proteina que indujo un mayor efecto endurecedor (113,9 £ 3,5 s;
n=25) siendo mayor al grupo control y a ambas HSPs (P<0,0001). A pesar de que el
endurecimiento de la ZP se puede calificar de discreto, los resultados preliminares de FIV se
mostraron en consonancia con lo observado. Asi pues, los ovocitos inseminados en
presencia de ezrina mostraron una penetrabilidad significativamente inferior a la del grupo
control y a ambas HSPs (Tabla 1; P<0,0001). Consecuentemente, el numero de
espermatozoides por ovocito penetrado fue menor en el grupo ezrina aumentando asi los
porcentajes de monospermia de valores en torno al 20%, para los grupos control y HSPs, a
casi el 80% para el grupo ezrina. Curiosamente, el efecto de la ezrina sobre el descenso de
penetrabilidad no parece deberse a la disminucion del nimero de espermatozoides que se
une a la ZP, ya que éste fue similar al grupo control (en torno a 25 células). Este efecto
sobre la penetrabilidad no se observd para ambas HSPs. Una hipétesis para explicar estos
resultados seria que estas proteinas estuvieran ejerciendo un efecto favorecedor sobre la
funcionalidad espermatica capaz de superar el discreto endurecimiento que realizan sobre la
ZP. Ambas proteinas tienen un efecto demostrado sobre la interaccion entre gametos y
estan presentes en los espermatozoides porcinos, donde varian su localizaciéon conforme se
produce la capacitacion y reaccion acrosémica (Spinaci et al., 2005; Volpe et al., 2008). En
cerdos, la fecundacion in vitro en presencia de anti-HSP70 reduce la penetrabilidad (Spinaci
et al., 2005) y la HSP90 regula la motilidad espermatica (Huang et al., 2000) por lo que se
hacen necesarios mas replicados de FIV y estudios de funcionalidad espermatica para
dilucidar el efecto de estas HSPs sobre la interaccion entre gametos.

En la especie porcina, la relacién directa entre el endurecimiento de la ZP y el descenso en
la penetrabilidad ya ha sido descrita previamente por nuestro grupo (Canovas et al., 2009;
Coy et al., 2008b). En este estudio, el endurecimiento inducido por la ezrina fue discreto
pero los cambios inducidos parecen ser suficientes para traducirse en un marcado descenso
de los espermatozoides con capacidad para atravesar la ZP y fecundar al ovocito. Por otra
parte, la ezrina podria estar afectando a la funcionalidad espermatica. Recientemente, Piehl
et al. (2013) han descrito la presencia de ezrina en exosomas de verraco atribuyéndole una
funcion estabilizadora de la membrana celular previniendo asi la capacitacién espermatica.
Una hipoétesis seria que la concentracidon de ezrina utilizada durante el cocultivo de los
gametos en nuestro estudio podria estar afectando la funcionalidad espermatica. Se
requieren mas estudios para valorar el posible efecto de esta proteina sobre la capacitacion
y reaccion acrosémica.
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Tabla 1. Efecto de las proteinas sobre los resultados de fecundacion in vitro. PEN:
porcentaje de ovocitos penetrados respecto a los inseminados; MON: porcentaje de ovocitos
monospérmicos respecto a los penetrados; SPZ/O: nimero medio de espermatozoides por
ovocito penetrado; PNM: porcentaje de ovocitos con prontcleo masculino;, SPZ/ZP: numero
medio de espermatozoides adheridos a la zona peltcida.

Grupo N PEN(%)  MON (%) SPZ/O PNM (%) SPZ/zP
Control 80 86,2+39a  22,0t51a  28+02a  97,0:2,06  26,9+1,3ab
HSP70-1A 82 756#4,8a  29,0%58a  2,4:0,2a 100 33,0¢1,9¢
HSP90a 81 86,3t49a  18,0t59a  2,6%02a 100 28,6+1,3ac
Ezrina 78  28,0t51b  78,0£8,8b  1,3%0,1b 100 23,7+1,3b
P valor <0,0001 <0,0001 <0,0005 0,2837 <0,0001

a,b,c: en la misma columna indican diferencias entre grupos

EFFECT OF EZRIN, HSP70-1A AND HSP90a PROTEINS ON PORCINE IN VITRO
FERTILIZATION

ABSTRACT: The prefertilization hardening of the zona pellucida (ZP) decreases
polyspermic fertilization in pigs. Specific proteins responsible of that ZP changes are the
osteopontin (SPP1) and oviductin (OVGP1). Recently, other oviductal factors have been
identified as potential inducers of ZP hardening. Among these proteins are ezrin and heat
shock proteins such as HSP70-1A and HSP90a. However, its potential role on ZP hardening
and further fertilization results have not been studied yet. This work was designed to test
whether the incubation of in vitro matured pig oocytes with these proteins can harden the ZP
and affect further fertilization results. Incubation of matured oocytes for 1 h in TALP medium
supplemented with ezrin (200 ng/ml), HSP70-1A (500 ng/ml), HSP90a (500 ng/ml) or without
protein (control group) showed differences in ZP digestion time being higher in the ezrin
group (113.9 + 3.5 s; n=25) compared with control (66.0 + 2.1 s; n=27), HSP70-1A (81.6
2.8 s; n=25) and HSP90a group (79.7 + 3.8 s; n=25). Presence of ezrin during gametes
coculture showed a significant decrease in penetrability and an increase on monospermy
rate. The role of ezrin preventing sperm capacitation may explain these results but further
studies are necessary to confirm this hypothesis.

Keywords: ezrin, Hsp70-1A, Hsp90a, fertilization
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COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DEL LiQUIDO FOLICULAR EN CABRAS
ADULTAS Y PREPUBERES Y SU RELACION CON LA PRODUCCION IN VITRO DE
EMBRIONES Y LA ALIMENTACION
Soto, S., Catala, M. G., Roura, M., Contreras-Solis, I., Izquierdo, D. y Paramio, M. T.
Departament de Ciéncia Animal i dels Aliments, Facultat de Veterinaria, Universitat
Autonoma de Barcelona, Barcelona. Espafia. Teresa.Paramio@uab.es

INTRODUCCION

Los acidos grasos (AG) presentes en el liquido folicular (LF) influyen en la calidad del oocito
y en el desarrollo embrionario. Las concentraciones de AG en LF dependen de la
concentracion en plasma y de la dieta (revisado por Leroy et al.,, 2014). Diversos
investigadores han estudiado el contenido de AG en LF y sus variaciones dependiendo de
diferentes factores como el tipo de foliculo y su actividad o las modificaciones en la dieta
(revisado por Dunning et al., 2014). A su vez, se ha visto como el uso de determinados AG
afecta en el proceso de la produccion in vitro de embriones (Marei et al., 2009 y 2010).
Hasta la fecha, no existen estudios publicados sobre la composicién de AG en el LF en
cabras.

Por otro lado, si existen publicaciones en cabras sobre el contenido de AG de la leche
(Castro-Gémez et al., 2014) estando afectado por factores como el rebafio, la alimentacién
(Renna et al.,, 2012) o la época del afio (Czarniawska-Zajgc et al., 2006). Segun
Czarniawska-Zajgc (2006) la época del afio provoca variacion en el perfil lipidico por la
diferente composicion de la dieta, sobre todo debido al acceso a forraje fresco en las
estaciones de pastoreo.

En nuestro laboratorio, en cabras prepuberes se han observado diferencias en el porcentaje
de blastocistos producidos in vitro segun la estacion del afio, con un menor porcentaje en
otofio (4,7 %), respecto al resto de las estaciones (invierno: 15,8 %; primavera: 16,2 %; y
verano: 10,4 %), a pesar de ser fisiolégicamente la época reproductiva (Catala et al., 2015).
El objetivo del presente estudio es analizar la composicién de AG del LF en cabras adultas y
prepuberes y sus variaciones por época del afio, con tal de valorar si se pueden asociar al
porcentaje de blastocistos producidos in vitro en nuestro laboratorio, asi como a la dieta y la
composicion de la leche.

MATERIAL Y METODOS
El LF de cabras adultas se obtuvo mediante Laparoscopic Ovum Pick-Up (LOPU) de 12
cabras Murciano-Granadina de 5 a 7 afios estabuladas y alimentadas durante todo el afio
con heno de alfalfa ad libitum. Se llevaron a cabo de 1 a 5 sesiones de LOPU por cabra en
las cuatro estaciones del afio siguiendo la técnica descrita por Romaguera et al. (2011)
aspirando los foliculos entre 2 a 9 mm de los cuales se obtuvo un pool. Todos los
procedimientos fueron aprobados por la Comisién de Etica de la Experimentacion Animal y
Humana (Gobierno de Esparia, autorizacién nimero DARP 591) y bajo la supervision de la
Comisién de Etica de la Universidad Autonoma de Barcelona (UAB). El LF de cabras
prepuberes se obtuvo mediante aspiracion de los foliculos de ovarios de hembras lactantes
de 1 a 2 meses de edad, recuperados de un matadero local en las diferentes estaciones.
El liquido folicular recién obtenido se centrifugé dos veces a 500 x g durante 10 min y se
congeld a -80°C hasta su extraccion para analisis con cromatografia de gases, en el Servicio
de Analisis Quimico de la UAB. Se utilizé el protocolo de Sukhija y Palmquist (1988) con
algunas adaptaciones. Para la extraccion, se mezclaron con un vortex 200 uL de muestra
(100 pL LF + 100 puL PBS) durante 60 s con 450 puL de tolueno, 50 pL de acido
nonadecanoico (como estandar interno) y 1 mL de HCL (5 %). Luego se calent6 al bafio
maria durante 1 h a 70°C. Seguidamente, se afiadié 1,25 mL de K;CO; (12 %) y 500 pL de
tolueno, se mezcldé con un vortex durante 30 s y se centrifugd durante 5 min a 1000 G.
Finalmente, se recogi6 el sobrenadante y se sec6 con Na,SO,. Los extractos se
conservaron a -20°C hasta su posterior analisis con cromatografia de gases (123-2362,
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA). Se analizaron un total de 18 acidos grasos,
aunque para el presente estudio seleccionamos solo los 6 mas relevantes.
El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA con el procedimiento de modelos lineales
(GLM) del paquete estadistico SAS (version 9.3; SAS Institute Inc., EE.UU.). Las medias
fueron comparadas con LSMEAN vy ajustadas por TUKEY.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Los AG encontrados en mayor porcentaje en LF de cabras adultas fueron el palmitico,
estearico, oleico, linoleico y araquidénico (26,81 %, 23,59 %, 22,67 %, 9,88 % y 5,31 %,
respectivamente). Estos resultados son similares a los encontrados en LF de vacuno, ovino
y porcino (revisado por Leroy et al., 2014). En LF de prepuberes, encontramos los mismos
AG principales pero en diferente concentracion: oleico, palmitico, estearico, linoleico y
araquidonico (27,53 %, 23,44 %, 16,47 %, 12,02 % y 9,18 %, respectivamente).
Considerando que su dieta se compone basicamente de leche de cabra, es interesante
comparar estos resultados con la composicion de la leche. Si observamos los resultados
obtenidos por Ceballos et al. (2009) y Castro-Gémez et al. (2014) en leche de cabras de
razas espafiolas, vemos que, igual que en LF, el palmitico es el AG principal, y el estearico y
el oleico se encuentran en alta proporcién. En cambio, el miristico y el caprico son elevados
en leche, pero bajos en LF (el caprico no fue detectado con cromatografia). Por tltimo, el
linoleico y el araquidénico, elevados en LF, se encuentran en mas baja cantidad en leche. Si
la composicién del LF dependiera solo de la dieta, se esperaria que en LF de cabras
lactantes hubiera la misma variacion de AG que en leche. Pero ademas de la dieta, depende
del metabolismo de los oocitos y células del cumulus (Bender et al., 2010).
Segun la época del afio observamos diferencias de AG en LF de cabras adultas,
independientemente de que la dieta fuera la misma durante todo el afio. Estas son: en
primavera mas SFA que en invierno y mas palmitico que en el resto del afio, en verano mas
MUFA que en primavera, en otofio mas linoleico que en el resto del afio, y en invierno mas
n-3 que en primavera (Tabla 1). En cabras prepuberes hemos observado que existe una
disminucién de la produccion in vitro de embriones en otofio (4,7 %) respecto al invierno
(15,8 %) y el resto de estaciones (Catala et al., 2014). En la Tabla 2 en LF de prepuberes se
ve que en otofio hay significativamente mayor porcentaje de AG n-6 (22,97 %) y menor AG
n-3 (2,27 %) que en invierno (19,82 % y 4,93 %, respectivamente) y que en el resto de
estaciones. Las cabras adultas, cuyos oocitos son mas competentes para la produccion in
vitro de embriones, presentaron significativamente mas n-3 y menos n-6 en LF que las
prepuberes (resultados no presentados). En vacuno, altas concentraciones de linoleico (AG
n-6) inhiben la maduracién de los oocitos in vitro (Marei et al., 2010) mientras que el
linolénico (AG n-3) mejora la competencia para producir embriones in vitro (Marei et al.,
2009). Por tanto estos resultados nos podrian indicar la relacién entre la competencia del
oocito y la ratio entre n-6 y n-3 en LF. En la leche de cabra, Renna et al. (2012) observaron
que los AG n-3 aumentaban tras la introduccién de forraje fresco en la dieta, mientras que
los AG n-6 variaban muy poco. Esto indicaria que una dieta rica en forraje fresco mejoraria
la competencia oocitaria.
En conclusién, existe variacion en los AG del LF a lo largo del afio que no se corresponde
totalmente a la observada en leche ni parece ser explicada por la dieta de cabras adultas.
Por otro lado, los AG n-3 y n-6 del LF podrian explicar las diferencias estacionales en la
competencia oocitaria observadas en cabras prepuberes. Es interesante realizar mas
estudios para entender el origen de las variaciones ya que los acidos grasos influyen en el
desarrollo embrionario y su uso podria aplicarse tanto en la reproduccion como en la
produccion in vitro de embriones.
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Tabla 1. Cabras adultas. Porcentaje de acidos grasos en liquido folicular en las diferentes

estaciones del ano.

Primavera Verano Otofo Invierno
Miristico (C14:0) 1,16 £ 0,26 1,81 +0,16 1,85 + 0,46 1,35+ 0,28
Palmitico (C16:0) 31,72+ 3,077 26,24 +0,75° 2593+1,20° 23,37 +0,79°
Estearico (C18:0) 24,48 + 0,96 21,89 + 1,00 23,71 £ 0,76 24,31 £ 1,07
Oleico (C18:1n9) 20,83 £ 1,27 24,42 £1,30 22,32 +£0,84 23,10 £ 0,84
Linoleico (C18:2n6) 8,93 + 0,98° 8,70 + 0,59° 12,05 + 0,25° 9,83 + 0,42°
Araguidoénico (C20:4n6) 5,26 £ 0,68 5,02 £ 0,41 5,50 £ 0,42 5,45 +0,73
MUFAs 23,65+ 1,48 28,68 +1,58% 24,51+1,23% 26,44 +0,88%®
PUFAs 18,02 £ 2,42 18,93 + 1,36 22,21 +0,79 22,28 + 2,01
SFA 58,33 + 3,30° 52,78 +1,24®® 5328 +1,67* 51,30+ 1,64°
n-3 3,83 +0,92° 4,82 + 0,477 4,66 + 0,74 7,00 + 0,97°
n-6 14,19 + 1,57 13,71 £ 0,98 17,55 = 0,35 15,28 + 1,08

Los porcentajes estan representados como X + SEM. Los valores con diferente letra en la
misma fila difieren significativamente (P<0,05).

Tabla 2. Cabras prepuberes. Porcentaje de &cidos grasos en liquido folicular en las
diferentes estaciones del afo.

Primavera Verano Otofo Invierno
Miristico (C14:0) 1,57 £ 0,07° 1,68 £ 0,05 1,74+ 0% 2,00 +0,06%
Palmitico (C16:0) 23,40 + 0,30 23,14 £ 0,37 23,02 £ 0,17 24,21 + 0,37
Estearico (C18:0) 17,28 £ 0,38 16,40 £ 0,48 16,18 £ 0,51 16,01 £ 0,58
Oleico (C18:1n9) 27,30 +£ 0,62 28,12 £ 0,05 28,01 £ 0,60 26,70 £ 0,11
Linoleico (C18:2n6) 12,49 +0,62* 11,85+0,50®® 13,08+0,31> 10,67 +0,61°
Araguidoénico (C20:4n6) 8,46 + 0,49 9,22 + 0,46 9,89 + 0,50 9,15 + 0,67
MUFAs 31,68 + 0,69 32,27 + 0,17 33,07 £ 0,71 32,04 £ 0,27
PUFAs 25,11 £ 0,54 24,90 £ 0,17 25,24 + 0,21 24,75 +0,13
SFA 4321+0,15% 4221+0,24®® 41,69+0,61° 43,22 +0,20°
n-3 416 +0,32° 3,83 +0,48° 2,27 £0,23° 4,93 +0,15°
n-6 20,95+ 0,44° 21,07 +0,60° 2297 +0,30° 19,82+0,11°

Los porcentajes estan representados como X + SEM. Los valores con diferente letra en la
misma fila difieren significativamente (P<0,05).

FATTY ACID COMPOSITION IN FOLLICULAR FLUID OF ADULT AND PREPUBERTAL
GOATS AND ITS EFFECT ON /N VITRO EMBRYO PRODUCTION (IVEP) AND

DIET

ABSTRACT: The aim of this study was to analyse the fatty acid (FA) composition in follicular
fluid (FF) of prepubertal and adult goats during different seasons in order to find a
relationship with oocyte quality and the diet. FF was recovered by LOPU from adult goats
and by follicular aspiration of ovaries from suckling prepubertal goats. FF was frozen (-80°C)
and analysed by gas chromatography. The main FAs found in FF in both ages were palmitic,
stearic, oleic and linoleic acids, which are different from FAs of goat milk. FF of adult goats
showed seasonal variation although they were fed with the same diet all year. In our previous
studies, we observed lower percentage of blastocysts produced in vitro in autumn (4.7 %)
than in winter (15.8 %) in prepubertal goat oocytes. FF presented lower n-3 FA (2 % vs. 5 %)
and higher n-6 FA (23 % vs. 20 %) in autumn than in winter. n-3 was low in milk in both
seasons. In conclusion, the percentage of n-3 and n-6 can explain some differences in
oocyte competence of prepubertal goats. FF composition of adult goat ovaries has some
variation according to the season that is not explained by the diet.

Keywords: goats, fatty acids, oocytes, IVEP.
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RENDIMIENTO DEL MOET APLICADO AL PROGRAMA DE SELECCION DE LA RASA
ARAGONESA DE UPRA-GRUPO PASTORES
Folch, J.", Alabart, J.L.", Lahoz, B.", Mozo, R.", Calvo, J.H.", Cocero, M.J. %, Quintin, F.?,
Sevilla, E.*, Hernandez, M. 3, Ramon, J.#, Olivera, J.®, Echegoyen, E. ', Sanchez, P. ",
Fantova, E.%, Equipo Técnico Veterinario de UPRA-Grupo Pastores®, Jurado, J.J.”

'CITA de Aragén. Av. de Montafiana 930. 50059 Zaragoza; ’INIA Departamento de
Reproduccién. Ctra. La Coruia Km 5.9, Madrid; 3Centro de Mejora Ganadera. Av. de Movera
s/n. Zaragoza; “ITC-CeSyRO Conkal, Yucatan, Mexico; °Fac. de Veterinaria, Ruta 3, km 363,
Paysandu, Uruguay; ®Grupo Pastores. C° de Cogullada s/n. Zaragoza; "INIA Departamento
de Genética. Ctra. de La Corufia Km 7.0 Madrid. jfolch@aragon.es

INTRODUCCION

La Union de Productores de Rasa Aragonesa (UPRA) es una de las organizaciones gestoras
del Libro de la Raza. UPRA mantiene desde 1994 un Programa de Seleccion por prolificidad
basado en el testaje de moruecos por su descendencia, utilizando la inseminacion artificial para
la conexion de los rebafios y para la difusién de la mejora. La evaluacion genética se realiza
mediante BLUP modelo animal (Jurado y Cea, 2000). Los machos a testar se eligen entre los
hijos de las madres de valor genético (VG) mas alto del nucleo de seleccién y de los mejores
sementales de la poblacién (115.000 ovejas y 42 machos en 2014). En ganaderias
semiextensivas, la localizacion de dichos corderos es dificultosa, por problemas de
identificacion y porque se comercializan a una edad muy temprana. Por otro lado, el valor
genético con alta fiabilidad de una oveja se conoce cuando ya tiene una edad avanzada, lo que
limita las posibilidades de tener un descendiente a testar. Por todo ello, UPRA acordé con el
CITA de Aragdén en 1998 que los machos a testar fueran producidos por superovulacion y
transferencia de embriones (MOET; Multiple Ovulation and Embryo Transfer). En este trabajo
se resumen el rendimiento obtenido en el programa MOET en el periodo 1998 a 2013.

MATERIAL Y METODOS

Donantes. Se eligen entre las 200 ovejas de VG vy fiabilidad mas altos, para lo cual deben
tener un minimo de tres partos controlados. Deben ser negativas a Brucelosis, Visna Maedi,
Paratuberculosis, Agalaxia, ser de genotipo no-sensible a Scrapie y cumplir con el estandar
racial. Las ovejas se trasladan al CITA, donde son superovuladas e intervenidas después de
un periodo minimo de 30 dias de adaptacién. Las ovejas de las que no se consigue un
numero suficiente de embriones son operadas nuevamente a un intervalo minimo de 3
meses, para asegurar descendientes machos.

Transferencia de embriones. Las donantes se tratan con esponjas (40 mg FGA, Intervet
hasta 2009; 30 mg FGA, CEVA; posteriormente) durante 13 dias siendo sustituidas por otras
nuevas a los 7 dias de su colocacion. Hasta 2007, se superovularon con 8,8 mg de oFSH
(NIADDK-0FSH-17, Ovagen™) en 8 dosis decrecientes (2 x 1,32; 4 x 1,1y 2 x 0,88 mg) a
12h de intervalo. Desde 2008, 5 dias antes de la insercion de la esponja de FGA se aplican
dos inyecciones de Cloprostenol (125 ng) separadas 8 dias, con el objetivo de
presincronizar las donantes. La segunda esponja se retira coincidiendo con la séptima
inyeccion. A partir de 2008, se sustituyd el OVAGEN por 8 dosis de pFSH (Folltropin). La
fecundacion se realiza por inseminacion intrauterina 51h después de retirar las esponjas,
con semen diluido y refrigerado a 15°C (200 x 10° espermatozoides/oveja), de machos
selectos del Programa, localizados en Centro de Mejora Ganadera (CMG) del Gobierno de
Aragén. Los emparejamientos se realizan evitando que machos y hembras tengan algun
abuelo comun, con el fin de evitar consanguinidad.

Los embriones se obtienen siete dias después de retirar las esponjas por perfusion
retrégrada desde la parte distal del cuerno a la unién utero-tubarica (Ramén et al., 1991)
bajo anestesia general. A partir de 2008, la recogida se realiza con sonda Foley (sentido de
lavado inverso) y los embriones se biopsian previamente a su transferencia para determinar
el sexo, genotipo frente a scrapie (Dervishi et al., 2011) o presencia del alelo prolifico FecX”.
Los oocitos no fertilizados y embriones degenerados son eliminados. Se transfieren dos
morulas o blastocistos viables (grados 1 a 3; Overstrom, 1996) a receptoras tratadas con
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FGA + eCG, asegurando que presenten al menos una ovulacion. Los partos se controlan en
jaulas individuales, realizando la identificacién genética en todos los casos desde 2006. A la
edad de 6 meses, los machos que cumplen el estandar racial y los controles sanitarios
obligatorios ingresan en el CMG para ser testados.

Las diferencias de resultados en funcidon del periodo, nimero de obtenciones y valor
genético se analizaron mediante el procedimiento CATMOD de SAS (2012).

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados se muestran en la Tabla 1. Se han localizado en las ganaderias 213 ovejas
donantes que se superovularon entre 1 y 5 ocasiones, totalizando 331 tratamientos (1,55
tratamientos/donante en promedio) en 37 sesiones. El 20,5% de las perfusiones previstas no
se realizaron por problemas de metritis, cuerpos luteos regresados o ausencia de respuesta a
la superovulacién. Estos problemas afectaron a un 15% de las donantes (32) que no se
pudieron perfundir. En las restantes 181 se realizaron un total de 263 perfusiones. De ellas, se
recuperaron 3.076 estructuras embrionarias, el 20,9% de las cuales correspondieron a oocitos
no fertilizados y el 12,9% a embriones no viables. En concreto, no se consiguid obtener ningin
embrién viable (transferible) en 13 de las 181 donantes perfundidas (6,1% respecto del total de
donantes). De las 168 restantes se obtuvieron 2.037 embriones viables. El rendimiento por
donante fue de 11,3 embriones viables por cada una de las 181 donantes perfundidas, y de
12,1 por cada una de las 168 donantes que produjeron embriones transferibles. El rendimiento
por cada tratamiento (n=331) fue de 6,2 embriones viables y 7,7 embriones viables por cada
perfusion realizada (n=263).
De los 2.037 embriones viables obtenidos, se transfirieron en fresco 1.684 (el 82,7%),
procedentes de 209 perfusiones realizadas en 152 donantes, mientras que los restantes se
congelaron o se destinaron a otros usos.
Se obtuvo descendencia del 76,5% de las 213 donantes localizadas. Del 23,5% restante, no se
obtuvo descendencia por no poderse perfundir (n=32), por no obtenerse embriones viables de
las perfusiones (n=13) o por no haber nacimientos de los embriones transferidos (n=5).
Nacieron 931 corderos (50,5% machos y 49,5% hembras). Es decir, se obtuvo un promedio de
6,1 corderos nacidos (CN) por donante perfundida (DP) y de 6,6 por donante que produjo
embriones viables, en el total de los tratamientos. El nimero medio de corderos nacidos por
cada perfusién fue de 4,5. Globalmente, la supervivencia embrionaria de los embriones
transferidos en fresco fue del 55,3%.
Los resultados han variado en funcion de muchos factores. La experiencia y la mejora de la
metodologia se ha traducido en que el nimero de corderos nacidos por donante perfundida en
su primera obtencion tendié a aumentar a lo largo del tiempo: 3,6, 4,9 y 5,2 CN/DP en los
periodos 1998-2001; 2002-2007 y 2008-2013, respectivamente (P<0,14). La repeticion de las
obtenciones ha complicado las cirugias debido a la formacién de adherencias y ha disminuido
el nimero de CN/DP: 4,7, 4,5, 1,8 y 2,0 en la 12, 22, 32 y 42+52 obtenciones, respectivamente
(P<0,0001). A raiz de estos resultados, a partir de 2008 se decidi6 no operar a las donantes
mas de dos veces.
La respuesta individual a los tratamientos ha sido muy variable. EI nimero de embriones
recogidos estuvo positivamente relacionado con el nimero de foliculos de 2-3 mm al inicio del
tratamiento con FSH, mientras que la presencia de grandes foliculos (>6 mm) fue perjudicial
(Folch et al., 2004). La supervivencia embrionaria (numero de fetos/nimero de embriones
transferidos) depende tanto de la calidad del embrion como de la receptora (Olivera et al.,
2004). Asi, la respuesta a la superovulacion en el primer tratamiento de las donantes en que se
lavaron ambos cuernos fue mayor en aquellas de VG alto: 16,7 vs. 13,6 CL en donantes de VG
superior € inferior a 12,21, respectivamente (P<0,01). En las receptoras, el mayor nimero de
CN se ha obtenido en las que presentan tasa de ovulacion doble bilateral (Alabart et al., 2005).
El nimero medio de CN por cada perfusién ha sido de 4,5 con gran variacion individual (de 0 a
20; D.S.: 4,2). En total, se han enviado 226 corderos al CMG para ser testados (48,1% de los
nacidos). Los restantes fueron rechazados por no cumplir con el estandar racial.
A pesar de las limitaciones de la variabilidad individual de las donantes y de las exigencias
morfologicas de los corderos producidos, el MOET mejora la presion de seleccion y el control
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de descendencia, con la garantia sanitaria que ofrece la transferencia de embriones (IETS,
2011). La eficiencia de la transferencia de embriones aumentara proximamente con la
identificacion electrénica de donantes en las ganaderias, la eleccion de donantes por la tasa de
AMH (Lahoz et al., 2015), la disponibilidad de FSH recombinante, etc. La biopsia de embriones
por laser facilitara el sexado sin alterar los resultados (Alabart et al., 2015).
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Tabla 1.Resumen de resultados de embriones obtenidos, transferidos en fresco y corderos
nacidos en el programa MOET

Obtenidos [Transferidos Corderos Nacidos
Machos a
EE NF NV ET Totales Machos testar *
Donantes 14,4 3,0 1,9
recogidas |(3076/213) (643/213) (397/213)
Donantes 17,0 3,6 2,2 11,1 6,1 3,1 1,5
perfundidas | (3076/181) (643/181) (397/181) (1684/152) |(931/152) (470/152) (226/152)
Perfusiones 11,7 2,4 1,5 8,0 4.5 2,2 1.1
realizadas [(3076/263) (643/263) (397/263) (1684/209) [(931/209) (470/209) (226/209)

EE: estructuras embrionarias (incluye NF y NV), NF: no fertilizados, NV: no viables, ET:
embriones viables transferidos; * Entregados al CMG (Centro de Mejora Ganadera).

PERFORMANCE OF THE MOET APPLIED TO THE PROGRAM OF SELECTION OF THE
RASA ARAGONESA BREED OF THE UPRA-GRUPO PASTORES

ABSTRACT: In the selection scheme to improve prolificacy in the Rasa Aragonesa sheep
breed, the males to be tested are produced by a MOET programme, using the ewes of
higher genetic value as donors. In the period 1998-2013, a total of 331 flushings have been
performed in 213 donor ewes. Ewes were treated with FGA sponges and superovulated with
8.8 mg of oFSH (Ovagen) in eight decreasing doses (2 x 1.32; 4 x 1.1 and 2 x 0.88 mg) at
12h intervals. Since 2008, Ovagen was replaced by Folltropin. Intrauterine insemination
(200x10° spermatozoa/ewe) with fresh semen from selected rams was carried out 51h after
sponge withdrawal. A total of 3076 embryos were obtained (2037 morphologically viable),
1551 of which were fresh-transferred to FGA+eCG synchronized recipients (two morulae or
blastocysts per recipient). A total of 931 lambs were born (470 males), 226 of which were
suitable to be tested. The efficiency of the MOET program has been influenced by many
factors, such as the improvement of the techniques, the number of flushings per donor, the
genetic value of the donor or the ovulation rate of the recipient. The importance of MOET in
the selection scheme is discussed.

Keywords: ovine; embryo transfer; genetic program
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ELECCION DE LAS MEJORES OVEJAS DONANTES DE EMBRIONES MEDIANTE LA
DETERMINACION PLASMATICA DE SU AMH (HORMONA ANTI-MULLERIANA)
Lahoz B., Alabart J.L., Sanchez P., Echegoyen E., Folch J.

CITA de Aragén. Av. de Montafiana 930. 50059 Zaragoza. blahozc@aragon.es

INTRODUCCION

Desde 1998 en el CITA se utiliza la tecnologia MOET (Multiple Ovulation and Embryo
Transfer) para la produccidon de moruecos a testar dentro del Programa de seleccién por
prolificidad de UPRA-Grupo Pastores. Uno de los principales factores que limita el
rendimiento de la técnica es la gran variabilidad individual en la respuesta de las donantes
de embriones a los tratamientos de superovulacién, de manera que mas de un 20%
presenta falta de respuesta al tratamiento superovulatorio, cuerpos luteos regresados o
algun otro tipo de problema reproductivo en el momento de la recuperacion (Folch et al.,
2009 y 2015). Poder seleccionar las mejores donantes antes de iniciar el tratamiento
supondria una mejora del rendimiento de la técnica, asi como un considerable ahorro
econémico, de mano de obra y una reducciéon del nimero de animales utilizados en el
procedimiento. Para ello en el presente trabajo nuestro objetivo fue tratar de identificar las
mejores donantes utilizando como predictor de la respuesta ovarica la hormona anti-
Milleriana (AMH). Esta hormona es producida en la hembra exclusivamente a nivel del
ovario y ha demostrado ser un buen predictor de la poblacion folicular ovarica capaz de
responder a las gonadotropinas en varias especies (revisado por Monniaux et al., 2013). En
estudios previos llevados a cabo en el CITA observamos que también en ovino, puede ser
un buen predictor del numero de foliculos sensibles a gonadotropinas. En dicho estudio
observamos que por cada 100 pg/ml que aumentaba su concentracion plasmatica se
obtenian 5,1 foliculos adicionales puncionables en cada sesion de LOPU (Laparoscopic
ovum pick up), por lo que era posible identificar las ovejas que mejor responden en términos
de foliculos puncionables (Lahoz et al., 2014). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la utilidad de la AMH como predictor de las mejores ovejas donantes de embriones
dentro de un programa MOET.

MATERIAL Y METODOS

Las donantes de embriones fueron ovejas adultas de raza Rasa Aragonesa seleccionadas
en las ganaderias como madres de los futuros sementales a testar del esquema. Se
realizaron dos sesiones MOET con un total de 18 ovejas, que fueron sometidas a una (n=12)
o dos (n=6) sesiones, de manera que se dispone de un total de 24 recuperaciones. Cada
donante recibi6 una esponja de FGA (acetato de fluorogestona; Sincropart 30 mg, CEVA
Animal Health SA, Barcelona, Espafa), que fue reemplazada por una nueva 6 dias después
(T-4). Cuatro dias mas tarde (T0), se aplicé la primera inyeccién de FSH porcina (Folltropin-
V, Minitub Ibérica SL, Tarragona, Espafia) de un tratamiento de superovulacién consistente
en 350 Ul de FSH administradas en 8 dosis decrecientes. Se tomaron muestras de sangre
para la determinacion de AMH a T-4 y TO, utilizando tubos de heparina de litio. Las donantes
se inseminaron 51 horas después de la retirada de la esponja. Ocho dias tras la retirada de
la esponja se determiné la tasa de ovulacion mediante endoscopia y bajo anestesia general
y se recuperaron los embriones mediante una sonda Foley (Foleycath, WRP, Sepang,
Malaysia). Después de la evaluacion morfolégica de los embriones (IETS Manual, 4th
edition), se transfirieron dos embriones (moérulas o blastocistos) de grado 1 y/o 2 a cada
receptora previamente sincronizada. Por Ultimo se controlaron los partos y se confirmé la
filiacibn mediante analisis genético.

Las concentraciones plasmaticas de AMH se determinaron utilizando un kit comercial ELISA
de AMH para la especie equina (AnshLab, Webster, TX, EE.UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de 27,8 pg/ml, y el coeficiente de
variacion intra-ensayo fue del 4,8%.

Las correlaciones entre la concentracion de AMH de cada animal y el nimero de cuerpos
luteos (CL), embriones recuperados (ER), embriones viables (EV) y corderos nacidos (CN)
por oveja donante se calcularon mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. La
normalidad de las variables se evalu6 mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las
diferencias entre medias se calcularon mediante ANOVA de una via. Se utilizo el software
SPSS Statistics v.17.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El porcentaje de donantes con fallos ovulatorios o de fertilizacion fue del 16,7% (4/24). Estos
fallos incluyen fallos de respuesta superovulatoria (2 CLs; n=3) y fallos totales de
fertilizacion (n=1). El porcentaje de embriones recuperados fue del 57,5% (168/292),
observandose un 8,3% de fallos totales de recuperacion en ovejas que habian superovulado
(n=2). Esas dos ovejas no se tuvieron en cuenta en el analisis.

Las concentraciones plasmaticas de AMH a T-4 y al inicio del tratamiento (TO) estuvieron
altamente correlacionadas entre si (r=0,95; p<0,001; Figura 1a). Esto parece indicar que se
podria utilizar indistintamente una u otra como predictores de respuesta ovarica, en funcién
de las posibilidades de muestreo. La concentracion de AMH a TO estuvo altamente
correlacionada con la tasa de ovulacién (r=0,70; p<0,001; Figura 1b), observandose una alta
variabilidad individual en todas la variables estudiadas (Tabla 1). Las correlaciones entre la
AMH vy el resto de variables no alcanzaron la significacién estadistica (ER: r=0,33; EV:
r=0,23; CN: r=0,15). Cuando unicamente se tuvieron en cuenta las donantes que no habian
sido previamente sometidas a ninguna sesién de MOET, la correlacion con la tasa de
ovulacién fue todavia mayor (r=0,82; p<0,001), aunque tampoco se alcanzé la significacion
estadistica con el resto de variables (ER: r=0,29; EV: r=0,31; CN: r=0,30). Ademas de con la
AMH, la tasa de ovulaciébn también se correlaciond con el nimero de embriones
recuperados (r=0,69; p<0,001), embriones viables y corderos nacidos (ambos r=0,57;
p<0,01). Estos resultados parecen evidenciar que mejorar la tasa de ovulacion de las
donantes mediante la seleccion por AMH podria tener una repercusion positiva sobre el
resto de variables de MOET. Ademas, seria necesario revisar el sistema de lavado utilizado,
ya que los porcentajes de recuperacion de embriones de este trabajo son sensiblemente
inferiores a los descritos en trabajos anteriores (1998-2001: 72,2%; 2002-2007: 82,8%;
Folch et al., 2009). En el presente trabajo esto podria estar afectando negativamente a las
correlaciones entre la AMH y el resto de variables de MOET, mas alla de la tasa de
ovulacion.
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Figura 1. Correlacién entre la concentracion plasmatica de AMH a T-4 y a TO (a) y entre la
AMH a TO y la tasa de ovulacién (b). Los circulos negros representan las donantes con
concentraciones de AMH por encima de 169 pg/ml (cut-off).

En un trabajo previo (Lahoz et al., 2014) calculamos un punto de corte (cut-off) a partir del
cual poder seleccionar las ovejas que mejor respondian a un tratamiento de estimulacion
con FSH, en ese caso dentro de un programa de LOPU. Cuando se aplicé dicho cut-off a las
donantes del presente trabajo, el grupo de AMH ALTA (2169 pg/ml) presenté 10,8
ovulaciones adicionales, 3,5 embriones recuperados, 3,3 embriones viables y 2 corderos
extra respecto al grupo de AMH BAJA (Tabla 1). No obstante, en estas condiciones la
aplicacion del cut-off solo permitié seleccionar 5 donantes, y no se alcanzé la significacion
estadistica en todas las variables. Si bien el trabajo anterior se realiz6 con otro kit comercial,
y los protocolos de estimulacién con FSH son diferentes de los de superovulacion utilizados
en este trabajo, los resultados ponen de manifiesto la utilidad de la AMH como predictor de
la respuesta ovarica en diversas condiciones. No obstante seria necesario disponer de mas
datos para poder recalcular un cut-off 6ptimo para las condiciones de los programas MOET.
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Tabla 1. Concentraciones plasmaticas de AMH (pg/ml) a T-4 y a TO y variables relacionadas
con MOET por oveja y por sesion.

AMH T-4 AMH TO TO ER EV CN

Total

MediatEE 9318 98+18 12,1£1,5 7,6x1,2 6,0x1,1 4,509

Rango (0-344) (0-309) (2-29) (0-17) (0-15) (0-13)
ALTA

Media+EE 228+33? 2464252 20,6+2,8° 10,5¢2,6 8,7+3,1 6,0+2,5

Rango (154-344) (171-309) (12-29) (4-16) (3-15) (0-11)
BAJA

MediatzEE 57+12° 60+10° 9,8+1,4° 7,0+1,3 54+1,1 4,009

Rango (0-190) (0-148) (2-23) (0-17) (0-14) (0-13)

Total: todas las ovejas (n=24); ALTA: ovejas con AMH T02169 pg/ml (n=5); BAJA: ovejas
con AMH T0<169 pg/ml (n=19).
Comparacion ALTA-BAJA: dentro de una misma columna, a,b: p<0,001; c,d: p<0,01.

En conclusion, las concentraciones de AMH medidas en el plasma sanguineo antes del
tratamiento con FSH podrian utilizarse para predecir el nimero de ovulaciones por oveja
donante, y asi poder mejorar la eficiencia de los programas MOET. Poder instaurar un
protocolo de determinacion de la concentracion de AMH en las ganaderias antes de
seleccionar y trasladar las ovejas donantes permitiria una considerable mejora de la
eficiencia y un importante ahorro econémico. No obstante, son necesarios mas datos para
poder calcular la repetibilidad individual entre sesiones y tratar de ver si existe una
correlacién adicional con el resto de variables del programa MOET vy con la calidad de los
embriones que pudiera derivar de una mayor calidad de los oocitos de origen.
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ELECTION OF THE BEST EMBRYO DONOR EWES BY DETERMINING THEIR PLASMA
AMH (ANTI-MULLERIAN HORMONE)

ABSTRACT: Anti-Mullerian hormone (AMH) has been demonstrated to be a good predictor
of the ovarian response to gonadotropins in several mammalian species. We aimed to test its
usefulness in a MOET program in sheep, where the performance is widely known to be low
mainly due to variable ovarian responses to FSH treatments. Two plasma AMH samples
were obtained from each ewe and session at the time of the first FSH injection (TO) and 4
days before (T-4), and were analyzed using the AMH equine ELISA kit (AnshLab, Webster,
TX, USA). The AMH concentrations as well as the other MOET-related variables were highly
variable between individuals. The AMH at TO was highly correlated with the total number of
CL (r=0.70; p<0.01), although significance was not attained with the other MOET-related
variables. The use of a previous determined cutoff (169 pg/ml) to detect high-responding
ewes gave rise to an increase in ovulation rate of +10.8 (p<0.01), and to 3.5 additional
recovered embryos and +2 extra lambs born per donor ewe and session (both p>0.05) when
compared with low-responding ewes. In conclusion, plasma AMH concentrations measured
before the FSH treatment could be used to predict the ovulatory response of donor ewes,
and so to improve the efficiency of MOET programs. More data are necessary to assess the
individual repeatability as well as the relationship of AMH with other MOET-related variables,
in order to establish a reliable protocol to be implemented in farms before selecting and
moving the donor ewes.

Keywords: anti-Mullerian hormone, embryo transfer, sheep, superovulation
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EFECTO DE LA ALIMENTACION CON LINO Y ALGAS SOBRE EL DESARROLLO
DEL TEJIDO GRASO Y LA EXPRESION DE GENES ADIPOGENICOS Y LIPOGENICOS
DE CORDEROS
Urrutia, O., Soret, B., Mendizabal, J. A., Purroy, A. y Arana, A.

'ETSIA, Universidad Publica de Navarra, 31006 Pamplona. olaia.urrutia@unavarra.es

INTRODUCCION
Las caracteristicas sensoriales de la carne (jugosidad, sabor y aroma) asi como con sus
propiedades nutricionales estan estrechamente relacionadas con la composicién y la
cantidad de la grasa. Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de cadena larga (AGPI-CL),
en especial el DHA (22:6n-3) y el EPA (20:5n-3), se consideran beneficiosos para la salud,
por lo que es de interés aumentar su contenido en la carne de cordero. La utilizacién de
semillas o aceites ricos en &cido a-linolénico (ALA) enriquece la carne en AGPI n-3 y podria
promover la sintesis enddgena de sus derivados de cadena larga (DHA y EPA). Otra de las
estrategias nutricionales consiste en la inclusiéon de fuentes ricas en estos acidos grasos,
como son las algas, en la dieta de los animales.
La cantidad de grasa de la carne esta estrechamente relacionada con el desarrollo del tejido
adiposo, el cual se produce por el aumento del tamafio de los adipocitos (hipertrofia) o el
aumento del nimero de estos (hiperplasia). La adipogénesis es un proceso regulado por
distintos factores de transcripcién (FT), como el receptor gamma activado por el proliferador
de peroxisomas (PPARG) y la proteina de unién a la secuencia CAAT (CEBPA), también
encargados de mantener el fenotipo de los adipocitos maduros.
El objetivo del estudio fue analizar el efecto de la inclusion de lino y algas en la dieta sobre
el desarrollo del tejido graso, la expresion de los FT adipogénicos y de los genes
relacionados con la formacion de los AGPI-CL, en los tejidos intramuscular (IM) y
subcutaneo (SC) de corderos.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 33 corderos machos de raza Navarra destetados con 16,3 + 0,3 kg de peso
vivo (PV) y asignados al azar a uno de los siguientes grupos: control (C; pienso comercial
con cebada y soja); L (pienso con un 10% de semilla de lino); LA (pienso con un 5% de
semilla de lino y 3,7% de algas). Tras el sacrificio (26-27 kg PV), se tomaron muestras de
musculo longissimus dorsi (IM) y depésito SC. Se determind el numero y diametro de los
adipocitos y la actividad de la enzima G3PDH (Soret et al., 1998). Tras la extraccién de ARN
y sintesis del ADNc mediante kits comerciales, se analiz6 por PCR cuantitativa a tiempo real
(SYBR Green) la expresion de los siguientes genes: PPARG, CEBPA, factor 1 de unién a
elementos reguladores del esterol (SREBF1), desaturasas 1y 2 de &cidos grasos (FADS1y
FADS?2) y elongasa 5 (ELOVLS5); como control endogeno se uso el gen B-actina (Urrutia et
al., 2015). La expresion relativa de los genes se calculd utilizando el método AACy y el
analisis estadistico se realiz6 con el programa REST® algorithm. Los otros parametros
estudiados se analizaron mediante ANOVA de un factor y la comparacién de medias se
realizd con el Test de Tukey (SPSS v. 22).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados productivos, que han sido presentados anteriormente (Arana et al., 2011),
indicaron que la inclusion de lino en la dieta no afectaba a las caracteristicas de crecimiento
de los corderos; sin embargo, los corderos alimentados simultaneamente con lino y algas
presentaron una menor GMD y una mayor edad a un mismo peso de sacrificio (P < 0,001).
La cantidad de grasa IM y SC fue similar en los tres lotes (P > 0,05). También en trabajos
anteriores (Insausti et al., 2011) se pudo comprobar que los corderos de los lotes L y LA
presentaron un aumento en ALA, 18:1111 y EPA en ambos tejidos, aunque el DHA sélo
aumentoé en los corderos del lote LA (P <0,001).

En la Tabla 1 se muestra el numero y tamafio de los adipocitos del tejido IM, no habiendo
diferencias entre los tres grupos. Ademas, los histogramas de distribucion de frecuencias en
funcién del tamafo de los adipocitos muestran que en los tres lotes hay una distribucion
asimeétrica, con un predominio muy marcado de adipocitos de pequefio tamafio (20-30 ym;
Figura 1). Esto podria estar indicando una intensa hiperplasia en el depésito IM de estos
corderos y estaria de acuerdo con el principio de que el tejido IM es de desarrollo tardio
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(Robelin, 1986). A pesar de que el ALA, 18:1111 y el EPA aumentaron en el tejido IM en los
corderos de los lotes L y LA (Insausti et al., 2011), no hubo diferencias significativas en el
contenido de la grasa IM. Esto concuerda con la ausencia de variacion entre lotes en el
nimero y tamafo de los adipocitos, en la actividad de la G3PDH, implicada en la
acumulacién de los triglicéridos, y en la expresién de PPARG, CEBPAy SREBF1 (Tabla 2).
En el tejido SC, aunque no hubo diferencias en el nimero de adipocitos, el diametro de los
mismos en los lotes L y LA tendié6 a aumentar con respecto al control (P = 0,057). Los
histogramas muestran una distribucion bimodal del tamafio de los adipocitos, lo que podria
indicar la manifestacion simultanea tanto de la hiperplasia como de la hipertrofia de los
adipocitos. Ademas, parece que se produjo una mayor intensidad de la hipertrofia en los
lotes L y LA, destacando el lote LA, probablemente debido a que la edad de sacrificio de
estos corderos fue mayor. Por otro lado, se observé un aumento de la actividad de la
G3PDH (P < 0,05) y de la expresion de los FT PPARG y CEBPA (P < 0,001). Por tanto, el
mayor flujo de AG exogenos al tejido SC en los corderos de los lotes L y LA podria haber
causado una activacion del proceso de lipogénesis y sintesis de triglicéridos, mediada por
PPARG y CEBPA, que habria resultado en una mayor hipertrofia de los adipocitos.

La expresion de los genes implicados en la sintesis de AGPI-CL (FADS1, FASD2 y
ELOVL5) mostré una respuesta diferente en los tejidos estudiados al incluir AGPI n-3 en la
dieta. En el tejido SC, no hubo variacion en la expresidén de ninguno de ellos, mientras que
en el tejido IM se observd una inhibicion de la FADS1 y FADS2 (P < 0,001), lo que
concuerda con resultados de otros autores (Hiller et al., 2011). La respuesta observada en el
tejido IM podria tener como fin mantener constante la composicion de AG de las membranas
celulares en orden a no alterar sus propiedades (y por tanto su funcién). A esto se suma que
los adipocitos IM tienen menor capacidad lipogénica y de acumulacion de AG (Smith y
Crouse, 1984). Cabe destacar que la expresion del gen FASD2 disminuy6 en el tejido IM en
el lote LA con respecto al lote L (P = 0,001), lo cual indicaria que una mayor disponibilidad
de EPA y DHA, productos finales de la cadena de formacion de AGPI-CL, habria causado
una mayor inhibicién en este gen que la producida por el precursor ALA (dieta L).

En conclusion, se puede afirmar que, como respuesta a la inclusiéon de lino y algas en la
dieta, la grasa IM del musculo longissimus dorsi'y el tejido adiposo SC mostraron diferencias
en la distribucion del tamafo de los adipocitos, actividad de la enzima G3PDH, FT
adipogénicos y genes implicados en la sintesis de AGPI-CL, indicando que el desarrollo del
tejido graso presentaria rasgos especificos en cada uno de los depdésitos.
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Tabla 1. Numero y diametro de los adipocitos y actividad enzimatica de la G3PDH de
corderos en funcion de la dieta (C: control; L: 10% de lino; LA: 5% de lino + 3,7% de algas).

C L LA EEM P-valor

Numero de adipocitos, 10°

Intramuscular 69,0 96,5 73,6 20,9 0,680

Subcutaneo 55,9 55,5 43,9 11,1 0,696
Diametro de los adipocitos, ym

Intramuscular 32,7 31,4 32,6 1,39 0,777

Subcutaneo 55,2 64,5 67,6 3,00 0,057
G3PDH, nmol-min”-10° adipocitos

Intramuscular 848 914 1112 202 0,668

Subcutaneo 155° 2632 282° 33 0,026

Tabla 2. Expresion de genes adipogénicos y lipogénicos en el tejido intramuscular (IM) y
subcutaneo (SC) de corderos en funcion de la dieta (L: 10% de lino; LA: 5% de lino + 3,7%
de algas).
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Gen  Tejido Lote  Expresion’ I.C. (95%) P-valor Result.?

PPARG M L/LA 098/087 0,26-3,75/0,17 -6,32 0,96/0,77 =/=
SC L/LA 7,42/10,55 2,02-38,5/0,59-122,6 0,01/0,03 A
CEBPA M L/LA 054/054 0,16-2,87/0,16-2,87 0,12/0,10 =/=
SC L/LA 1,94/8,13 1,02-3,87/0,99-31,67 0,02/0,04 t/1
SREBF1 M L/LA 112/0,44 0,16-5,53/0,07-2,73 0,81/0,11 =/=
SC L/LA 1,01/170 0,42-3,04/0,13-10,73 0,98/0,52 =/=
FASD1 M L/LA 0,11/0,11 0,02-0,67/0,02-0,76 0,001 /0,001 Al
SC L/LA 213/0,26 0,34-36,90/0,02-2,53 0,61/0,09 =/=
FASD2 M L/LA 031/0,13 0,08-0,81/0,04-0,31 <0,001/<0,001 Al
SC L/LA 3,15/0,42 0,19-47,28/0,06-2,65 0,24 /0,29 =/=
ELOVL5 SC L/LA 350/030 1,00-13,76/0,10-1,02 0,10/0,20 =/=

'Cambio de expresion (FC) relativa al grupo control.?} = sobreexpresado; | = subexpresado.
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Figura 1. Distribucion del tamafio de adipocitos del tejido IM y SC de corderos alimentados
con diferentes dietas (C: control; L: 10% de lino; LA: 5% de lino + 3,7% de algas).

EFFECT OF DIETARY LINSEED AND ALGAE SUPPLEMENTATION ON ADIPOSE
TISSUE DEVELOPMENT AND ADIPOGENIC AND LIPOGENIC GENE EXPRESSION

ABSTRACT: This work aimed to study the effect of linseed (rich in 18:3n-3) or algae (rich in
EPA and DHA) supplementation on adipose tissue development and the expression of
PPARG, CEBPA and SREBF1, FADS1, FADS2 and ELOVLS5 in intramuscular (IM) and
subcutaneous (SC) adipose tissues (AT). Thirty tree male Navarra breed lambs were
assigned to three groups: control, C (barley and soya); L (C diet+10% linseed) and LA (C
diet+5% linseed+3.7% algae). Although the contents of 18:1t11, 18:3n-3 and EPA in IM AT in
L and LA groups increased (P < 0.001), there were not differences in IM fat content, which is
consistent with no variations in adipocyte number and diameter, G3PDH activity or PPARG,
CEBPA and SREBF1 expression. Conversely, the higher FA fluxes reaching SC tissue
(stated by an increase in 18:1t11, 18:3n-3 and EPA) could enhance the lipogenesis process
and triglyceride synthesis mediated by higher PPARG and CEBPA expression and higher
G3PDH activity. mRNA levels of FADS1, FADS2 and ELOVLS5 genes did not change in the
SC tissue whereas FADS1 and FADS2 decreased in the IM tissue in L and LA. To conclude,
IM and SC AT showed a tissue-specific response to n-3 PUFA supplementation.

Keywords: linseed, algae, gene expression, lambs
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PUESTA A PUNTO DE MARCADORES MIO Y FIBROGENICOS RELACIONADOS
CON EL DESARROLLO DE LA GRASA INTRAMUSCULAR EN VACUNO DE RAZA
PIRENAICA
Martinez Del Pino, L., Urrutia, O., Arana, A., Alfonso, L., Mendizabal, J.A.y Soret, B.
ETSIA, Universidad Publica de Navarra, 31006 Pamplona. lara.martinez@unavarra.es

INTRODUCCION

El musculo, la grasa, el tejido conectivo y el hueso, es decir los componentes principales de
la canal, proceden en gran medida de células precursoras comunes (Du et al., 2013). Cada
vez existen mas evidencias que indican que el desarrollo del tejido adiposo intramuscular
(IM) esta muy ligado al de las fibras musculares. Aunque los mecanismos implicados son
todavia ampliamente desconocidos, se considera que puede haber una priorizacion o
competicion por la hipertrofia celular en estos tejidos que estaria mediada por factores
adipogénicos, miogénicos y fibrogénicos y también por determinadas mioquinas y
adipoquinas (Bonnet et al., 2010).

Un mejor conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo del tejido
adiposo IM en el ganado vacuno podria ayudar a identificar estrategias que permitan
modificar la proporcién entre musculo y grasa, mejorando la calidad de la carne de vacuno y
adaptando este producto a las demandas del consumidor. Una herramienta que puede
permitir la identificacion de factores implicados en el desarrollo del tejido IM, analizando
diferencias en la cantidad de RNA mensajero expresado bajo distintas hipdtesis
experimentales, es la cuantificacién de la expresion génica mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR). Por ello, el objetivo de este trabajo
es la puesta a punto de marcadores miogénicos y fibrogénicos mediante RT-qPCR con el fin
de estudiar su posible relacion con el desarrollo de la grasa IM en terneros de raza
Pirenaica.

MATERIAL Y METODOS
Los marcadores seleccionados, en funcién de su implicacion en los procesos celulares y
metabolicos de interés, fueron: Myogenic factor 5 (Myf5), Myogenic differentiation 1 (MyoD1)
y Myogenin (MyoG), implicados en procesos miogénicos; Myostatin (MSTN) regulador
negativo del desarrollo muscular; Fibronectin 1 (FNT), Fibroblast growth factor receptor 1
(FGFR1), Fibroblast growth factor 2 (FGF2) y Transforming growth factor beta 1 (TGFp1),
relacionados con la fibrogénesis (Buckingham, 2001; Chen et al., 2005; Duarte et al., 2013;
Gosh et al., 2005).
Se seleccionaron también cinco genes de referencia: B-actina, CNL3, RFLPO, PPIA y
TOP2B, utilizados en numerosos estudios debido a la estabilidad de su expresion en
diferentes condiciones como variaciones en edad, sexo del individuo o tipo de tejido (Bonnet
et al., 2013; Waters et al., 2009).
Se extrajo ARNm de muestras de los musculos Masseter, Longissimus dorsi y
Semitendinosus obtenidas de cuatro terneros de raza Pirenaica sacrificados con pesos
comerciales. Posteriormente se procedio a la sintesis de ADNc, utilizando en ambas etapas
kits comerciales.
Se eligieron, bien a través de fuentes bibliogréficas bien por disefio propio usando el
programa Primer3, cebadores que amplificaban una regién de entre 100 y 200 pb,
aproximadamente, para cada uno de los marcadores. Los amplicones obtenidos se clonaron
en el vector comercial pGEMTeasy (Promega) y los vectores con el inserto se extrajeron y
diluyeron de forma seriada en ARNt para después amplificarlos por medio de RT-qPCR
(SYBR Green). Se calcularon las eficiencias de amplificacion de cada cebador con los datos
de las curvas estandar siguiendo el método descrito por Rasmussen et al. (2001).
Por otro lado, con los datos de amplificacion de los cinco genes de referencia se
seleccionaron aquellos mas estables mediante el uso de RefFinder (Jacob et al., 2013), un
programa que utiliza los algoritmos disponibles para los métodos geNorm, Normfinder,
Bestkeeper y el método comparativo ACt.
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Finalmente, se comprobé la efectividad de cada pareja de cebadores utilizando pooles del
ADNCc obtenido de muestras de los mismos terneros y musculos y se calculé el nivel de
expresion relativo mediante el método AAC.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los valores medios de Ct, pendientes, coeficientes de determinacion (R?) y eficiencia de los
cebadores seleccionados se muestran en la Tabla 1. Las eficiencias obtenidas son todas
cercanas a 2 y los indices de determinacién superiores a 0,97, indicando que la
cuantificaciéon de la expresion de los marcadores cumple los criterios para ser considerada
correcta (Taylor et al., 2010).
En cuanto a los genes de referencia, la Tabla 2 muestra el orden de estabilidad de cada
gen. El programa RefFinder examina y asigna un orden de estabilidad a cada gen basado
en la media geométrica del orden establecido por cada uno de los cuatro métodos
mencionados. El gen que mostré valores mas adecuados segun este parametro fue TOP2B.
Entre los otros genes, CLN3 presentaba el siguiente mejor valor de estabilidad, mientras que
el gen de la B-actina estaba en tercera posicion. Autores como Vandesompele et al., (2002)
proponen que el uso de un solo gen de referencia es insuficiente por lo que recomiendan el
uso de al menos dos. En este caso, y a pesar de que CLN3 mostraba mayor estabilidad que
la B-actina, se opt6 por esta ultima ademas del TOP2B, en orden a realizar comparaciones
mas aproximadas con otros experimentos, ya que este gen ha sido ampliamente utilizado.
Los resultados obtenidos con los pooles de ADNc en el experimento preliminar para
comprobar la efectividad de los marcadores, mostraron que en el musculo Masseter los
niveles de expresion de algunos marcadores miogénicos eran menores en relaciéon con los
musculos Longissimus dorsiy Semitendinosus (Figura 1). Atendiendo a los valores de 27,
MyoD1 se expresa 9 veces mas y MSTN 5 y 3,5 veces mas en el Longissimus dorsi y
Semitendinosus que en el Masseter, respectivamente. También para Myf5 y MyoG se
observa una menor expresion en este musculo mientras que por ejemplo FN1, marcador
fibrogénico, se expresa 4 y 3 veces mas en el Masseter y Longissimus que en el
Semitendinosus, respectivamente. Las diferencias observadas podrian estar relacionadas
con las caracteristicas de los muasculos, ya que mientras el Masseter presenta
predominancia de fibras lentas de tipo | y metabolismo oxidativo, Longissimus vy
Semitendinosus tienen una mayor proporcion de fibras rapidas tipo 1lA y metabolismo mas
glicolitico (Picard et al., 1996), relacionandose éste con un mayor desarrollo muscular y una
reducida deposicion de grasa intramuscular (Hocquette et al., 2010).
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Tabla 1. Marcadores y genes de referencia seleccionados.

Gen N° acc. GenBank pb CtPromedio Pendiente R>? Eficiencia
Myf5"  NM_174116.1 220 20,04 -3,32 1 2,00
MyoD1 NM_001040478.2 72 26,47 -3,34 0,99 1,99
MyoG  NM_001111325.1 67 22,89 -3,29 1 2,02
GDF8'  AF320998.1 238 20,71 -3,31 1 2,00
FN1 NM_001163778.1 149 22,97 -3,07 1 2,11
FGFR1 NM_001110207.1 166 23,73 -3,35 1 1,99
FGF2 NM_174056.3 165 18,93 -3,18 0,97 2,06
TGFB1 NM_001166068.1 147 23,80 -3,21 1 2,05
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B-actina BC142413 140 21,28 -3,36 0,98 1,98

CNL3 NM_001075174.2 62 29,32 -3,15 0,97 2,07
RFLPO NM_001012682.1 227 21,68 -3,18 0,99 2,06
PPIA  XM_001252497 116 23,79 -3,25 0,99 2,03
TOP2B XM_001254709.4 62 25,98 -3,02 0,99 2,14

7 — ]
cebadores de disefio propio

Tabla 2. Orden de estabilidad para los genes de referencia (RefFinder).

Orden
Método 1 2 3 4 5
Delta Ct TOP2B CNL3 B-actina RFLPO PPIA
BestKeeper B-actina TOP2B CNL3 PPIA RFLPO
Normfinder TOP2B CNL3 B actina RFLPO PPIA
Genorm TOP2B/CLN3 RFLPO B-actina PPIA
Recomendado’ TOP2B CNL3 B actina RFLPO PPIA

' Ordenados de acuerdo a la media geométrica de los valores de rango numérico de los cuatro métodos
(http.//www.leonxie.com/referencegene.php)
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Figura 1. Expresién relativa (Log2FC y 2**°") de los marcadores mio y fibrogénicos en
pooles de cDNA en muestras de tres musculos de terneros de raza Pirenaica.

MIO AND FIBROGENIC MARKERS RELATED TO THE DEVELOPMENT OF
INTRAMUSCULAR FAT IN PIRENAICA BEEF

ABSTRACT: Fat, muscle, bone and connective tissue proceed from the same mesenchymal
cells. A better knowledge of the relationship between myogenic and fibrogenic factors and
intramuscular fat development could be of importance to improve quality of beef. RT-qPCR is
an accurate technique to measure gene expression under different experimental conditions.
Then, primers to analyze markers involved in myogenesis (Myf5, MyoD1, MyoG),
fibrogenesis (FN1, FGFR1, FGF2, TGFp1) and myostatin (GDF8) were selected. Pirenaica
young bulls (n=4) were used to obtain mRNA from the muscles Masseter, Longissimus dorsi
and Semitendinosus. Efficiencies and R? values were calculated, showing good adjustment.
As the reliability of qPCR depends on normalization against stable reference genes, five
genes were tested to find out the most suitable (8-actin, CNL3, RFLPO, PPIA and TOPZ2B).
Based on the stability evaluation of the genes (RefFinder) TOP2B and -actin were selected
to be used as reference genes in this study. Finally, the preliminary results obtained with
cDNA pools showed that Masseter presented lower expression of the myogenic markers and
GDF8 while it had higher expression for some fibrogenic factors (FN7). These results could
be related with the differences in metabolism and fiber composition of the muscles studied.

Keywords: intramuscular fat, myogenesis, fibrogenesis, gPCR.
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MENSAJERO EN CERDOS CON PERFILES LIPIDICOS DIVERGENTES
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INTRODUCCION

El metabolismo lipidico muscular porcino esta influenciado por una multitud de
factores genéticos y ambientales (Rosenvold et al., 2003). Una de las aproximaciones para
comprender la fisiologia genémica de dicho caracter consiste en comparar los patrones de
expresién de individuos con perfiles divergentes para fenotipos de engrasamiento (Canovas
et al,, 2010a; Puig-Oliveras et al., 2014). Sin embargo, se ha analizado muy poco si la
expresién diferencial afecta por igual a todos los transcritos, generados por procesamiento
(splicing) alternativo, a partir de un RNAm, o bien Unicamente afecta a una isoforma
concreta del mismo. Esta cuestidn es relevante puesto que en los genomas de mamiferos la
gran mayoria de genes estan sometidos a splicing alternativo, generando una amplia
variedad de transcritos que pueden tener efectos funcionales diferentes (Witten et al., 2011).
Los patrones de splicing pueden estar afectados por polimorfismos nucleotidicos (SNPs)
exonicos localizados en secuencias potenciadoras (enhancer) del splicing o incluso en los
mismos lugares consenso de splicing. El advenimiento de la tecnologia de “RNA-
Sequencing’, ha permitido cuantificar, por primera vez, la expresién diferencial de isoformas
de RNAm a una escala gen6émica asi como identificar las variaciones estructurales en el
transcriptoma (Piskolet al., 2013). Por otra parte, el analisis conjunto de datos gendmicos
estructurales y de expresion (genética/gendmica) con las técnicas de modelizacion de
sistemas complejos (biologia de sistemas) ofrece la oportunidad de estudiar la regulacion
del transcriptoma muscular desde una perspectiva mas completa y profunda. En este trabajo
se ha analizado el transcriptoma del musculo Gluteus medius en dos grupos de cerdos con
fenotipos lipidicos divergentes (ALTO y BAJO) mediante la tecnologia de “RNA-
Sequencing’. Nuestro objetivo principal consiste en identificar isoformas mRNA
diferencialmente expresadas entre ambos grupos. Por otra parte, se pretende averiguar si
hay polimorfismos génicos que segreguen especificamente en los grupos ALTO y BAJO, y
correlacionar dicha informacién con los patrones de splicing.

MATERIAL Y METODOS

Muestras biologicas y Diseio Experimental: El material animal utilizado en el
presente estudio procede de muestras del musculo gluteus medius (GM) de una poblacion
comercial Duroc de 350 individuos con alto contenido en grasa intramuscular (Gallardo et
al., 2008). Se ha realizado un analisis de componentes principales (PCA) para seleccionar
los animales con perfiles lipidicos divergentes para una combinacion de 13 caracteres
relacionados con el depésito de grasa y los niveles de lipidos plasmaticos (Canovas et al.,
2010a). Finalmente, se han seleccionado 52 animales distribuidos en dos grupos ALTO
(n=26) y BAJO (n=26) de acuerdo a su perfil lipidico.

RNA-Sequencing: Con la finalidad de medir la expresién génica con una elevada
resolucion y analizar la estructura de los transcritos, se ha secuenciado mediante la
tecnologia RNA-Sequencing, el transcriptoma de 52 musculos GM con la plataforma
HiSeq2000 (lllumina, Inc.). Las lecturas han sido mapeadas y anotadas de acuerdo al
genoma de referencia porcino (version 78; ftp:/ftp.ensembl.org/pub/release-
78/genbank/sus_scrofa/) utilizando el software CLC Bio Genomics (Qiagen).

Variacion estructural: Los datos de expresiéon se han normalizado calculando
RPKM (lecturas por kilobase por cada millon de lecturas mapeadas) para cada gen y se han
transformado para seguir una distribuciéon normal. La expresién diferencial de los transcritos
y la seleccién de los genes que presentan mas de una isoforma splicing, se ha realizado
mediante el analisis empirico “digital gene expression (DGE)” descrito por Robinson y Smyth
(2008). La expresion de cada una de las variantes de splicing alternativo ha sido
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normalizada mediante el célculo del numero de lecturas. La deteccion de SNPs se ha
llevado a cabo de acuerdo a un modelo estadistico que permite discriminar errores de
secuenciacion de variantes que segregan a baja frecuencia. La identificacion y filtrado de
SNPs artefactuales se ha realizado aplicando los parametros descritos en Canovas et al.
(2010b).

Analisis de vias metabdlicas: Se ha integrado la informacién estructural y funcional
derivada de los datos gendmicos con el fin de identificar los genes que actian como
reguladores del depoésito de la grasa en el musculo porcino. Para identificar las rutas
metabdlicas mas representadas en la lista de genes con variantes de splicing
diferencialmente expresadas en los grupos ALTO y BAJO, se ha utilizado el software IPA
(Qiagen).

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante la tecnologia de RNA-Sequencing se ha obtenido un total de 70 millones de
lecturas paired-end, de las cuales el 80% ha mapeado en el genoma de referencia porcino.
Se ha identificado 2.937 genes diferencialmente expresados (DE) entre los animales con
ALTO y BAJO nivel de engrasamiento (p<0,05). En un segundo analisis mas estricto, p<0,01
y Fold-change (FC) >1,5, se ha identificado 96 genes DE. El analisis de rutas metabolicas ha
evidenciado que los genes DE entre los grupos ALTO y BAJO estan involucrados en la ruta
de la glucolisis y gluconeogénesis, sefializacion mediante el factor de transcripcion PPAR,
fosforilacion oxidativa y biosintesis de acidos grasos.

En el estudio de la variacion estructural del transcriptoma del masculo porcino, se ha
identificado 181 isoformas generadas por splicing (correspondientes a 141 genes)
diferencialmente expresadas en los grupos ALTO y BAJO (p<0.05). Aplicando criterios mas
estrictos (p<0,01 y FC>1,5), se ha detectado 30 isoformas (correspondientes a 28 genes)
con expresion diferencial. La Tabla 1 muestra algunas de las variantes splicing con una
expresion diferencial mas significativa. Un total de 21 isoformas mRNA ha presentado una
expresion aumentada en el grupo ALTO (p.e. ITGAS5, HP, SCD, TIMP1), mientras que 9 han
observado una menor expresion (p.e. UBD, RXRG, IGJ, SPINK4). Por ejemplo, el gen UBD,
relacionado con la diabetes, codifica dos isoformas mRNA de 1.281 pb y 534 pb, de las
cuales solo la isoforma de 1.281 pb presenta expresion diferencial. De modo similar, el gen
SCD, que tiene un papel clave en la sintesis de &cidos grasos monoinsaturados, codifica 4
isoformas distintas (5.585 pb, 1.791 pb, 742 pb y 690 pb), presentando una expresion
diferencial restringida a la isoforma de 5.585 pb. En definitiva, nuestros resultados indican
que una fraccién importante de la expresion diferencial entre grupos afecta, de manera
selectiva, a ciertas isoformas mRNA. El conocimiento funcional de estas variantes splicing
permitiria comprender como la variacion estructural de los transcritos generada por
procesamiento alternativo del RNAm afecta al metabolismo lipidico porcino y a la calidad de
la carne.

Tabla 1. Isoformas mRNA diferencialmente expresadas en cerdos con fenotipos divergentes
para caracteres relacionados con el metabolismo lipidico.

SSC Transcrito  Expresion P-Value RPKM RPKM

((s9)] ALTO BAJO

HP 6 1.340 x 4,02 0,00001 0,79 3,19
IGJ 8 1.327 x -6,83 0,00120 42,35 6,20
ILAR 3 1.579 x 1,84 0,00066 4,27 7,87
IL4R 3 2.574 x 1,90 0,00479 2,63 4,93
LITAF 3 2.190 x 1,92 0,00010 2,56 3,24
RXRG 4 544 x -1,68 0,00041 5,46 3,24
SCcD 14 5.585 x 1,96 0,00324 7,53 14,77
UBD 1 1281 x-1,70 0,0010 2,37 4,05

*RPKM: Lecturas por kilobase de transcripcion por millén de lecturas mapeadas
Por otra parte, se ha observado la existencia de polimorfismos nucleotidicos (SNPs)

del transcriptoma que segregan de forma especifica en los grupos ALTO o BAJO. Mas
concretamente, se ha identificado 2.955 (16,8% no-sindnimos) y 1.467 (12% no-sindnimos)
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SNP especificos de los grupos ALTO y BAJO, respectivamente. Algunos de estos SNPs
estan localizados en loci relevantes desde un punto de vista metabdlico p.e. ciertos SNPs
situados en los genes DHRS7C (deshidrogenasa/reductasa expresada en cardiomiocitos),
MYO18B (regulador de genes especificos del musculo) e /RS (receptor 1 de la insulina),
segregan Unicamente en los cerdos del grupo ALTO. Por otra parte, SNPs localizados en los
genes PYGM (una de las enzima que participan en la glucogenesis muscular), CPE
(carboxipeptidasa) y PARVB (organizacion del citoesqueleto), segregan unicamente en los
animales pertenecientes al grupo BAJO. Es posible que una fraccion de los SNPs
especificos de grupo explique parte de las diferencias fenotipicas que existen entre cerdos
con perfiles lipidicos divergentes.

Asimismo, en algunos casos se ha identificado genes que presentan expresién
diferencial a nivel de variantes splicing y que también poseen SNPs que segregan
especificamente en los grupos ALTO o BAJO. Por ejemplo, la isoforma de 814 pb del gen
CFL1 (Cofilin 1), el cual afecta a la proporcion de acidos grasos poli-insaturados n-6/n-3 en
vacuno (Sevane et al., 2014), esta sobre-expresada en los cerdos del grupo ALTO. Por otra
parte, el gen CFL1 posee un SNP no-sin6nimo en la posicion g.5578687(T>A), que segrega
especificamente en el grupo ALTO. Resultaria de gran interés determinar si existe algun
vinculo funcional entre la expresién diferencial de isoformas mRNA vy la segregacion grupo-
especifica de SNPs que pudieran afectar al mecanismo de splicing.
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A GENOME-WIDE ANALYSIS OF DIFFERENTIALLY EXPRESSED MESSENGER RNA
ISOFORMS IN PIGS WITH DIVERGENT LIPID PROFILES

ABSTRACT: We have used RNA-Sequencing to examine the structural variation of the
gluteus medius (GM) muscle transcriptome of commercial Duroc pigs with divergent
phenotypes (HIGH and LOW) for 13 fatness traits. The whole transcriptome of 52 GM
samples from HIGH (n=26) and LOW (n=26) pigs was sequenced with a HiSeq2000
platform. In this way, 30 splice variants were differentially expressed between pigs with
divergent fatness traits (p<0.01 and Fold-change>1.5). Pathway analysis evidenced that
most of differentially expressed genes belong to the glycolysis and gluconeogenesis,
oxidative phosphorylation, insulin signaling and fatty acid biosynthesis metabolic routes. We
can conclude that in many instances differential expression targets specific mRNA isoforms
rather than the global set of transcripts produced by a given gene. Besides, several SNP
variants segregated specifically in either the HIGH (2,995 SNPs) or LOW (1,467 SNPs)
fatness profiles. Among them, 479 (16.8% of HIGH group-specific SNPs) and 177 (12.0% of
LOW group-specific SNPs) were associated with amino acid changes. It would be interesting
to correlate SNP frequencies and isoform differential expression data to identify
polymorphisms with effects on the mechanism of splicing.

Keywords: RNA-Sequencing, Alternative splicing, SNPs, Intramuscular fat.
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ESTUDIO DEL PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE GENES IMPLICADOS EN EL
METABOLISMO DE LOS ACIDOS GRASOS DE LA LECHE EN DOS RAZAS OVINAS.
Suéarez-Vega. A., Gutiérrez-Gil, B. y Arranz, J.J.

Departamento de Produccion Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de Ledn, 24071
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INTRODUCCION

La produccion mundial de leche de oveja es de unos 10 millones de toneladas anuales
siendo la cuarta en importancia. Espafa se sitila como el séptimo productor mundial de
leche de oveja (FAOSTAT, 2012), siendo la comunidad de Castilla y Le6n la que genera un
70% de esta produccion lactea (352.501.000 litros en 2011) (MAGRAMA, 2015). En general,
la leche de oveja es procesada para la elaboracion de productos lacteos, principalmente
queso. Desde este punto de vista, el porcentaje de sélidos totales en leche o extracto
quesero (grasa y proteina) adquiere una importancia relevante. La sintesis de lipidos en
leche tiene especial interés debido a su influencia en el procesado y en las propiedades
organolépticas que confieren al queso. Por ello, el conocimiento de los genes que
desempefian un papel relevante en la sintesis de grasa de la leche y de las variaciones en
cuantitativas y cualitativas de los mismos a lo largo de la lactacién en el ganado ovino,
presentan un especial interés en la mejora de la produccién lechera de dicha especie.
Recientemente, las técnicas de secuenciacion masiva paralela de RNA (RNA-seq) nos han
permitido comparar los niveles de expresion génica entre distintos grupos de individuos y
tejidos (Mortazavi et al., 2008; Wang et al., 2009). Para este estudio se han obtenido datos
de RNA-seq de 8 animales pertenecientes a dos razas ovinas lecheras, Assaf y Churra, de
las cuales se han tomado muestras de leche a lo largo de la lactacién, en concreto los dias
10, 50, 120 y 150 después del parto. Estas razas difieren en el porcentaje total de grasa en
leche, un 6,65 % en Assaf y un 7,01 % en Churra (MAGRAMA, 2015). El metabolismo
lipidico en la glandula mamaria puede subdividirse en: (i) captacion de acidos grasos del
torrente circulatorio, (ii) sintesis de novo y desaturacién de acidos grasos y (iii) esterificacién
y secrecién de la grasa mamaria. El nUmero de genes que intervienen en estos procesos es
elevado y sus interacciones complejas, para este trabajo inicial hemos analizado el perfil de
expresion de 7 genes (VLDLR, LPL, ACACA, FASN, SCD1, BTN1A1y XDH) con influencia
(Bionaz y Loor, 2008) en cada uno de los distintos procesos del metabolismo lipidico de la
glandula mamaria a lo largo de la lactacion en dos razas ovinas (Churra y Assaf).

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se han utilizado muestras procedentes de 8 ovejas libres de mamitis y
sometidas a la misma dieta, 4 ovejas de raza Assaf y 4 ovejas de raza Churra. De cada
animal se recogieron 50 ml de leche los dias 10, 50, 120 y 150 de lactacion. Las muestras
fueron recogidas una hora después del ordefio de las 8 de la manana, coincidiendo con el
punto de maxima concentracion de células somaticas en leche, segln lo expuesto por
Gonzalo et al. (1994). EI RNA se extrajo a partir de 50 ml de leche siguiendo el protocolo
descrito por Wickramasinghe et al. (2012), con ciertas modificaciones. La integridad del RNA
(valor RIN) se analiz6 utilizando el Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent technologies, Santa
Clara, CA, USA). Los valores de RIN de las muestras de RNA oscilaron entre 7 y 9. Las
genotecas de RNA de extremos pareados (paired-end libraries) con fragmentos de 300 pb
se crearon con el kit True-Seq RNA-Seq simple preparation v2 (lllumina, San Diego, CA,
USA). Los fragmentos fueron secuenciados en el CNAG en un secuenciador /llumina Hi-Seq
2000, generando lecturas paired-end de 75 pb.

El control de calidad de los datos brutos de secuenciacion se realiz6 utilizando el programa
FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Las lecturas fueron
mapeadas contra el genoma ovino. (OAR v.3.1) utilizando el programa STAR_2.3.0e (Dobin
et al., 2013). El paquete bioinformatico Cufflinks (Trapnell et al., 2010) se utilizé6 para
ensamblar las lecturas mapeadas y crear un archivo de anotacién de referencia. La
cuantificacion del nimero bruto de lecturas por gen se llevo a cabo utilizando el programa
SigCufflinks (http://www.sigenae.org).

El paquete de R DESeq2 (Love et al.,, 2014), fue utilizado en el andlisis de expresién
diferencial. Nuestro experimento, esta compuesto por 2 razas de animales (Churra y Assaf)
y cuatro dias diferentes de muestreo para cada grupo (Dia 10, Dia 50, Dia 120 y Dia 150).
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Para el andlisis de la expresion diferencial se utilizd el siguiente modelo: Y = raza + dia +
(raza x dia) + error. Una vez realizado el analisis con la funcién DESeq, se extrajeron los
recuentos normalizados para los genes de interés con la funcién plotCounts. Para cada
grupo de réplicas bioldgicas, se calculd la media, desviacion estandar y error estandar para
cada uno de los genes analizados.

RESULTADOS Y DISCUSION

El nivel de expresion de los genes analizados es muy variable a lo largo de los diferentes
momentos de la lactacién. Ninguno de los genes seleccionados muestra diferencias
significativas al comparar las distintas razas o los distintos puntos de lactacién. Cuando nos
fijamos en el perfil transcripcional de los genes analizados (Figura 1), podemos ver que, en
general, la expresion en la raza Churra es ligeramente superior que en Assaf. Aunque cabe
resaltar que la variabilidad entre los animales de raza Churra es también superior que entre
las réplicas biolégicas de la raza Assaf. La lipoprotein-lipasa (LPL) y el receptor de
lipoproteina de muy baja densidad (VLDLR) estan implicados en la captacion de los acidos
grasos por la glandula mamaria. El LPL se expresa mas que el VLDLR e incrementa su
expresion a lo largo de la lactacion. El gen ACACA, FASN'y SCD1 estan relacionados con la
sintesis de novo y la desaturacion de acidos grasos. Al igual que ocurre en el ganado bovino
(Wickramasinghe et al., 2012), el gen ACACA tiene una expresién muy baja en relacién con
el gen FASN, sin embargo, ambos tienen un perfil de expresion paralelo. La expresion del
SCD1 aumenta progresivamente a lo largo de la lactacién. La butirofilina (BTN1A7) y la
Xantina deshidrogenasa (XDH) son proteinas implicadas en la formacion del glébulo graso
(Bionaz y Loor, 2008). En el caso del ganado bovino la expresién de estos genes es muy
elevada al inicio de la lactacion y luego decrece (Wickramasinghe et al., 2012). En la oveja,
en el caso de la BTN1A1 se produce un incremento progresivo a lo largo de la lactacién, la
XHD se mantiene mas o menos constante incrementandose ligeramente al final.
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Figura 1. Perfiles de expresion de los genes implicados en el metabolismo lipidico de la
glandula mamaria durante la lactacion.

En general, la mayoria de los genes analizados incrementan su expresion a lo largo de la
lactacién, al contrario de lo descrito en el ganado bovino en la que la mayoria de los genes
muestran su mayor expresion al inicio de la misma (Wickramasinghe et al., 2012). Como se
puede observar en la figura 2, los tres genes con mayor expresion son FASN, SCD1y XDH.
FASN, que codifica para la acido graso sintasa, esta implicado en la produccion de &cidos
grasos de novo y es el gen mas expresado al comienzo de la lactacién en las dos razas. La
estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD1), es la principal encima implicada en la biosintesis de
acidos grasos mono-insaturados en rumiantes (Ntambi y Miyazaki, 2004). EI SCD1, es el
gen mas expresado al final de la lactacién en ambas razas, siendo también el gen mas
expresado en Churra los dias 50 y 120 de lactacion. En la glandula mamaria de rumiantes,
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este gen se encarga de la produccion de cerca del 80% de la forma mas comun de &cido
lindleico conjugado (CLA, isémero cis-9, trans-11, C18:2) (Corl et al., 2001). Esta
demostrado que el consumo de acidos linoleicos conjugados es beneficioso para la salud
humana por sus propiedades anti-carcinogénicas, anti-lipogénicas e inmunomoduladoras
(Pariza et al., 1999). La elevada expresion de la estearoil-CoA desaturasa en la glandula
mamaria de las ovejas de raza Churra podria estar relacionada con una mayor
concentracion de CLA vy, por lo tanto, con una leche potencialmente mas saludable.

assaf churra

bbb ubi

Figura 2.Recuentos normalizados de los genes implicados en el metabolismo lipidico de la
glandula mamaria durante la lactacion.
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STUDY OF THE TRANSCRIPTIONAL PROFILE OF GENES REALTED TO THE
MAMMARY GLAND FAT METABOLISM IN TWO OVINE BREEDS.
ABSTRACT: Sheep milk ranks the fourth position in terms of global milk production from
different species. Most of the world’s sheep milk is processed into dairy products, mostly
cheese. Milk lipid synthesis as well as fatty acid esterification and milk fat secretion have a
special interest due to their influence in manufacturing and organoleptic properties in dairy
products. In this study we performed a RNA-seq analysis in two different dairy sheep breeds
in order to evaluate the transcriptional profile of some genes implicated in the mammary
gland fat metabolism along lactation. The selected genes are: LPL and VLDL, implicated in
the fatty acid uptake from blood; ACACA, FASN and SCD, implicated in de novo synthesis
and fatty acid desaturation; BTN1A1 and XDN implicated in lipid droplet formation. None of
the genes evaluated is significantly differentially expressed between the two breeds nor
along lactation, but we can see changes in the expression profile. Mostly all of the genes
analyzed increased their expression along lactation. SCD1, ACACA y XDH were the most

abundant key genes measured, appearing to be key genes in milk fat metabolism.

Keywords: sheep, RNAseq, milk, fat metabolism.
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INTRODUCCION

La aplicacion de técnicas de analisis masivo del genoma combinadas con técnicas de
analisis mas especificos, permite no sélo obtener datos “omicos” globales, sino también
poder enfocar el analisis de genes concretos. Los resultados obtenidos con la técnica de
RNA-Seq nos permiten no solo analizar diferencias de expresiéon, sino a su vez la
identificacion de variantes génicas (SNVs) presentes en genes candidato diferencialmente
expresados (Salem et al.,, 2012; Canovas et al,, 2010). Mediante un correcto disefo
experimental se puede utilizar esta técnica para identificar polimorfismos asociados con
caracteres productivos de interés. Analisis realizados sobre un cruce experimental Ibérico x
Landrace (IBMAP) han permitido analizar de forma precisa caracteres productivos,
identificando varios regiones QTLs con efecto sobre crecimiento, deposicion grasa y
caracteres de calidad de la carne y grasa (Ovilo et al., 2002; Estellé et al., 2005; Fernandez
et al. 2012; Muioz et al., 2013; Pena et al., 2013; Ramayo-Caldas et al., 2014).
El objetivo de este trabajo ha sido la identificacién de genes candidatos que regulen
procesos de desarrollo relacionados con caracteres productivos de interés. Para ello se han
identificado polimorfismos candidatos a partir de datos de RNA-Seq en higado e hipotalamo
en individuos extremos para crecimiento y deposicion grasa de un retrocruce del citado
material experimental. ]

MATERIAL Y METODOS
Animales y datos fenotipicos. 144 individuos procedentes de un retrocruce Ibérico x
Landrace (F1 x Landrace) fueron utilizados para seleccionar dos grupos de individuos con
fenotipos divergentes para crecimiento y deposicion grasa (A y B). Para ello se llevé a cabo
un analisis de componentes principales utilizando cuatro caracteres diferentes, cuyos
valores medios fueron; ganancia media diaria 0,78 - 0,92 kg/d, espesor de tocino dorsal 11,6
- 16,2 mm y porcentajes de &acido linoleico (C18:2) en grasa dorsal 16,7 - 12,6 % e
intramuscular 11,9 — 8,1 %.
Obtencion de ARN, secuenciacion. El kit Ribopure TM of High Quality of Total RNA
(Ambion) fue utilizado para aislar el ARN de los individuos seleccionados. El proceso de
secuenciacion fue llevado a cabo mediante el servicio de secuenciacion del CNAG
(Barcelona) usando el equipo Hi-Sec 2000 (lllumina), preparando pooles de 3 muestras, con
lecturas de 2x75 pb.
Mapeo y deteccion de SNVs. El software CLC Genomics Workbench fue utilizado para
mapear las lecturas frente al genoma de referencia Sscrofa10.2, usando los parametros por
defecto. Una vez realizada la busqueda de SNVs con una profundidad de lectura de 10x, se
llevo a cabo una segunda busqueda de SNPs con una cobertura de 3x para determinar el
potencial genotipo de cada uno de los individuos.
Identificacion de SNPs y genes candidatos. Una vez identificados potenciales SNPs,
fueron filtrados en funcién de su relevancia y por la presencia de alelos alternativos en los
individuos de los grupos A y B. La anotacion funcional de los genes en los que se
localizaban los SNPs se realizé utilizando la herramienta FatiGO de Babelomics que
permitié seleccionar un panel de SNPs localizados en genes de interés. Una vez
seleccionados los SNPs/genes candidatos fueron validados mediante secuenciacion de
Sanger.
Genotipado y asociacion de genes candidatos. Tras la seleccién de los genes candidatos
por funcién e interés bioldgico, se llevé a cabo el proceso de genotipado en 124 individuos
del retrocruce mediante técnica de Sanger. El andlisis de asociacion se realiz6 tanto a nivel
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de SNPs como de haplotipos, con los datos fenotipicos de interés; Peso de los 150 dias
(P150D), Grasa intramuscular (GRIM), Peso de Paletas, Jamones y Chuleteros (PAL, JAM,
CHU). La identificacion de los haplotipos se realiz6 utilizando el software PHASE Para el
analisis de asociacion se utilizé el software Qxpak 5.0 (Pérez-Enciso y Misztal, 2011)
usando el siguiente modelo:
Y=py+G+S+L+PC/ES+u+e

Donde Sexo y Lote (S y L) son los efectos fijos, Peso Canal y Edad de Sacrificio como
covariables en funcién del caracter a analizar, G corresponde al genotipo del SNP, u es el
efecto poligénico aleatorio del animal y e el residuo.

RESULTADOS

En el proceso de secuenciacion se obtuvieron 839M y 877M de lecturas pareadas de 75 pb
para hipotalamo e higado. De un total 125k SNVs identificados en cada tejido
aproximadamente 4.300 y 1.900 fueron seleccionados como altamente informativos en
hipotdlamo e higado, de los cuales un 50% se encontraban localizados en genes anotados.
En el analisis de anotacion funcional se pudo ver que habia un enriquecimiento funcional en
procesos de interés asociados con los caracteres de deposicion grasa y crecimiento, tales
como regulacién del desarrollo o metabolismo lipidico. En el proceso de validacion mediante
secuenciacion clasica no solo se observaron los SNPs previamente descritos, sino que se
detectaron nuevos SNPs no identificados por la técnica del RNA-Seq. Una vez identificados
los blogues de SNPs que estaban cosegregando, un subconjunto de 140 SNPs informativos
fue seleccionado para posteriores analisis, a partir de los cuales se eligieron los mas
relevantes para llevar a cabo la validacion por secuenciacion de 32 SNPs, 8 de ellos falsos
positivos, estimandose asi una tasa de error de 0,25, debido a fallos de alineamiento. A
partir de estos SNPs se seleccionaron en dos de los genes més importantes, SERPINE1 y
RETSAT, los SNPs ENSSSCP00000026436: p.lle150Val y ENSSSCP00000008794:
p.Lys173Thr. Estos dos genes estan asociados con composicion y calidad de la carne y
grasa (Weisz et al., 2012, Moise et al, 2010). El genotipado de estos polimorfismos
mediante secuenciacion Sanger permitieron identificar dos nuevos SNPs en el gen
SERPINE1, ambos cosegregando con el SNP previamente descrito con un MAF=0,13 y
mostrando Unicamente dos genotipos, informacion insuficiente para el analisis de la
asociacién entre dichos polimorfismos y los caracteres de interés. Para el gen RETSAT se
identificaron cuatro nuevos SNPs asi como una deleciéon en el gen RETSAT, con unos
valores MAF entre 0,15 y 0,44. Se pudo observar que los SNPs 1y 4 asi comoel 2y 3
estaban cosegregando, por lo que los posteriores andlisis de asociacion se realizaron
Unicamente con los SNP1 y SNP2. Se pudieron identificar cuatro haplotipos diferentes para
estos SNPs, pero ninguno de éstos mostré niveles de asociacion significativos. Los
resultados del analisis de asociacién para cada SNP mostraron un efecto de 0,205 (+0,09)
del bloque compuesto por los SNPs uno y cuatro sobre el peso de los jamones, mostrando
efecto contrario frente a la delecion, -0,272 (+0,13). Estos resultados, por su caracter
preliminar, deben ser confirmados en una muestra més amplia de individuos del material
IBMAP.

En este estudio se ha mostrado un ejemplo de la combinacién del uso de una técnica de
analisis masivo (RNA-Seq) junto con el estudio especifico con técnicas méas convencionales
de genes y polimorfismos potencialmente relacionados con caracteres productivos de
intereés.
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Tabla 1. Resultados del andlisis de asociacion para cada uno de los cuatro bloques de
SNPs (RETSAT1, RETSAT2, RETSAT _DEL y RETSATS5), mostrando el p-val, el efecto
de la asociacion v el error estimado.
RETSAT1 RETSAT2 RETSAT_DEL RETSAT5

P-Val Efecto Error |P-Val Efecto Error |P-Val Efecto Error |P-Val Efecto Error
wi50D 0,092 1,112 1,239 0,527 -1,139 1,874 0,548 -1,230 1,929 0,217 -1,951 1,571
GRIM 0,968 0,001 0,097 0,205 0,174 0,140 0,193 -0,191 0,143 0,662 0,045 0,126
JAM 0,019 0,205 0,087 0,383 0,115 0,138 0,042 -0,272 0,132 0,180 -0,164 0,120
PAL 0,539 0,030 0,049 1,000 0,000 0,075 0,896 -0,012 0,073 1,000 0,000 0,066
CHU 0,103 0,135 0,082 0,695 -0,051 0,127 0,076 -0,220 0,123 0,220 -0,137 0,111

IDENTIFICATION OF CANDIDATE GENES FOR THE REGULATION OF GROWTH AND
FATNESS IN PORCINE MUSCLE BY TRANSCRIPTOME ANALYSIS

Using RNA-Seq as a sequencing technique, not only with the purpose of differential
expression analyses, but for extracting genotypic information from the obtained data. In our
study we were able to identify SNPs from a RNA-Seq assay from hypothalamus and liver
tissues that shown different genotypes between animals with divergent phenotypes for
growth and fatness. A total of 125k of SNPs were identified in both tissues analyzed, being
6k SNPs qualified as highly informative SNPs. We focused the analysis on more specific
data, using different filters to identify two relevant genes, SERPINE1 and RETSAT, that
contain polymorphisms associated with important production traits.

Keywords: RNA-Seq, SNP-Identification, SERPINE1, RETSAT.
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COMPARACION DEL TRANSCRIPTOMA MUSCULAR DE CERDOS IBERICOS
PUROS Y CRUZADOS CON DUROC AL NACIMIENTO.
Ayuso', M., Fernandez, A., Gonzélez-Bulnes, A., Isabel, B., Fernandez, A.l.; Rey, A.l.,
Nufez, Y., Benitez, R., Medrano, J.F., Canovas, A., Lépez-Bote, C.J. y Ovilo, C.
! Dpto. Produccién Animal, UCM. Ciudad Universitaria, s/n. 28040, Madrid
mayher@live.com

INTRODUCCION

El cerdo Ibérico es una raza autdctona destinada fundamentalmente a la
obtencion de productos carnicos de alta calidad. Los rendimientos reproductivos y
productivos son bajos; por ello, es habitual el uso de la raza Duroc como linea paterna
terminal. Actualmente, la legislacion espafola contempla el uso de esta raza y
establece la denominacion “Ibérico” para productos obtenidos de cruces de Ibérico x
Duroc (IB x DU) al 50% (Real Decreto 4/2014). Sin embargo, animales ibéricos puros y
cruzados presentan diferencias importantes en el crecimiento muscular y adipogénesis
desde estadios muy tempranos del desarrollo, por lo que en cerdos cruzados, se
observa un aumento del rendimiento pero un descenso en la calidad de la carne
respecto a cerdos Ibéricos puros (Ventanas at al., 2006). Recientemente, se ha
realizado un estudio comparativo del trascriptoma de musculo longisimus dorsi de
lechones Ibéricos puros e IB x DU al destete mediante la técnica de microarrays (Ovilo
et al., 2014); los resultados muestran que diversos genes y rutas metabolicas
involucradas en el desarrollo muscular y el metabolismo lipidico se encontraban
diferencialmente expresados entre ambos grupos.

El objetivo del presente trabajo es profundizar en el estudio del transcriptoma
muscular de cerdos Ibéricos puros e IB x DU mediante la tecnologia de RNA-Seq.
Esta técnica permite medir la expresiéon génica de manera mas precisa y exhaustiva
que los microarrays (Marioni et al., 2008) con el fin de identificar genes o rutas
metabdlicas que puedan estar implicados en las diferencias de calidad observadas
entre ambos genotipos. El estudio del transcriptoma se realizé6 en musculo del jamén
(Biceps femoris), por su relevancia desde el punto de vista productivo, y en animales al
nacimiento donde los procesos de mio y adipogénesis son especialmente activos.
Ademas se realizd una busqueda de potenciales factores de transcripcion reguladores
para las diferencias de expresion observadas entre tipos genéticos.

MATERIAL Y METODOS

Animales y toma de muestras: El estudio se realiz6 sobre un total de 19
machos recién nacidos, 9 Ibéricos (IB) puros y 10 Ibéricos cruzados al 50% con Duroc
(CR).En ellos, se registr6 el peso y longitud de la canal y el peso del jamén y se
obtuvieron muestras de musculo Biceps femoris para el analisis de contenido en grasa
intramuscular (GIM) y acidos grasos (AG) y para el estudio de expresién génica.

Estudio de expresion génica: Se extrajo ARN total con el sistema Ribopure
(Ambion) de muestras de 12 animales (6 IB y 6 CR). Se generaron bibliotecas que
fueron secuenciadas utilizando la plataforma HiSeq2000 (lllumina, Inc.) Se utiliz6 el
software CLC Genomic workbench (Qiagen, Aarhus, Denmark) para llevar a cabo el
control de calidad, ensamblaje con el genoma de referencia porcino (Sscrofa10.2),
normalizacién en RPKM (lecturas por kilobase por cada millén de lecturas mapeadas),
segun fue descrito por Mortazavi et al. (2008) y andlisis estadistico para la
identificacién de genes diferencialmente expresados (DE). Sélo los genes con fold-
change (FC) superior a 1,5, expresion superior a 0,5 RPKM en al menos uno de los
dos grupos y P<0,01 se consideraron DE.

Estudio de biologia de sistemas: Se realiz6 un andlisis de enriquecimiento de
términos GO asociados a genes DE mediante la herramienta online de anotacién
funcional del Max Plank Institute y se utiliz6 el software Ingenuity Pathway (IPA,
Qiagen, Silicon Valley, CA) para la identificacién de rutas metabdlicas, funciones
enriquecidas, asi como en la construccion de redes con los genes DE. Por Ultimo, con
el fin de identificar genes reguladores que podrian estar influyendo en la expresiéon de
los genes DE y, por lo tanto en el fenotipo, se llevaron a cabo dos aproximaciones. En
primer lugar se utilizd el software IPA para detectar posibles reguladores expresados
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en nuestros animales. Por otro lado, determinamos los factores de transcripcion
potencialmente implicados en las diferencias de expresion mediante el estudio de
regulatory impact factors (RIF) siguiendo la metodologia descrita por Reverter et al.
(2010) a partir de genes expresados en nuestros animales y considerados factores de
transcripcién (FT) en la base de datos AnimalTFDB (www.bioguo.org/AnimalTFDBY/).
Anadlisis composicion de AG: La extraccion se realizd mediante el
procedimiento one-step descrito por Sukhija y Palmquist (1988) a partir de muestras
liofilizadas y su posterior andlisis en un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard HP-
6890 (Avondale, PA, USA). Se empled un patron interno (C15:0) para determinar la
cantidad total de GIM. La influencia del tipo genético sobre la composicién de AG se
analizé mediante el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS (SAS, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

El tipo genético afect6 a los caracteres fenotipicos estudiados en los animales
sacrificados al nacimiento. Los cerdos IB mostraron un menor peso y longitud de la
canal, asi como menor peso del jamén (P<0,001). Por el contrario, dichos animales
tendieron a presentar mayor cantidad de GIM (P=0,0716) y menor cantidad de AG
saturados (P=0,0861), en concordancia con los resultados observados previamente en
animales adultos (Lopez-Bote, 1998)

El estudio funcional de genes DE identificados mediante secuenciacion del
ARNm permitié identificar los mecanismos genéticos involucrados en las diferencias
fenotipicas. Un total de 150 genes se encontraron DE entre grupos; de ellos, 95 genes
se encontraban sobreexpresados en IB, con FC entre 1.9 y 12, y 55 genes en CR, con
FC entre 2 y 63.5. Se observo un enriquecimiento de términos GO estrechamente
relacionados con el desarrollo del tejido muscular, como la adhesién celular y el
desarrollo muscular, coincidiendo con los puntos criticos que se intentan mejorar con
la incorporacién de genética Duroc a los cerdos Ibéricos (Lopez-Bote, 1998). Ademas,
los genes sobreexpresados en IB estan positivamente relacionados con el
metabolismo lipidico y la homeostasis energética y negativamente con el desarrollo de
tejido muscular; todo ello es consistente con las diferencias fenotipicas antes
mencionadas entre las dos razas.

En el estudio de rutas metabdlicas, se observd que tanto genes
sobreexpresados en IB como en CR intervienen en la ruta “RXR/LXR activation
pathway’, relacionada con la sintesis de colesterol y la lipogénesis. Por otro lado, se
encontraron rutas que Unicamente fueron asociadas a uno de los dos grupos; asi, en
el grupo de genes sobreexpresados en IB se identificaron rutas relacionadas con el
balance energético (“IGF-1 Signaling”, “Fatty Acid a-oxidation”), mientras que en CR,
predominaron rutas relacionadas con el funcionamiento y estructura celular, muy
importante en el caso de las células musculares, como “nNOS Signaling in Skeletal
Muscle Cells” y “Actin Cytoskeleton Signaling”. Esto sugiere una mayor eficiencia en el
musculo del cerdo ibérico para la acumulacion de reservas energéticas,
probablemente relacionado con el denominado “fenotipo ahorrador” asociado a esta
raza. Ademas, los genes sobreexpresados en cada grupo fueron utilizados para
construir redes de genes conectados entre si que se relacionaron con funciones
metabolicas interesantes, como las ya mencionadas.

El software IPA detect6 un total de 42 potenciales reguladores para las
diferencias de expresién observadas. Por otro lado, mediante el estudio de RIFs,
identificamos 48 FT, los cuales fueron analizados conjuntamente con los genes DE
mediante el software IPA, observandose que estos FT intervienen de forma
significativa en rutas metabdlicas de interés (Tabla 1), entre ellas la de adipogenesis.
Cuatro genes fueron identificados siguiendo ambas aproximaciones. Estos genes son
TP53, IRF1, EGR2 y FOXO1. Entre ellos, cabe destacar el gen EGR2 ya que
disminuye la diferenciacion de adipocitos desde células madre mientras aumenta la
diferenciacién de células musculares lisas (Wang et al., 2013). FOXO1 es un regulador
muy interesante porque se le ha asociado con diversos procesos que podrian tener un
efecto importante sobre las diferencias fenotipicas observadas entre las dos razas,
como son el crecimiento y diferenciacion de mioblastos (Hakuno et al., 2011) o la
regulacion de la expresion de genes adipogénicos, como PPARG (Gupta et al, 2009).
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Los resultados de expresidon génica obtenidos en el presente estudio ponen de
manifiesto numerosos genes involucrados en rutas metabdlicas e interconectados
entre si que son potentes candidatos a explicar las diferencias fenotipicas
relacionadas con parametros productivos de interés, como el crecimiento, el contenido
en magro o la deposicidn grasa, encontradas entre los dos genotipos porcinos
estudiados, Ibérico puro e Ibérico x Duroc. En especial, los genes PVALB,
sobreexpresado en CR (24X) y relacionado con la distrofia muscular, APOM y
SLC2A4, sobreexpresado en IB e involucrados en el control del metabolismo lipidico,
asi como los FT EGR2 y FOXO1 merecen una especial atencion y un estudio en
profundidad en este material genético.
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Tabla 1. Rutas metabdlicas observadas considerando los factores de transcripcion y
los genes diferencialmente expresados entre Ibéricos puros e Ibérico x Duroc.

Ruta metabdlica p-valor Genes involucrados

SLC2A4,DLK1,ZNF423,SIN3A,EGR2,
SAP30L,STAT5B TP53,FOXO1
LXR/RXR Activation 0,021 TF,CLU,CCL2,FDFT1,MSR1,APOM
IL-12 Signaling and Production ¢ 458 g jRF1,CLUMAP3KS,APOM.ZNF668
in Macrophages
Atherosclerosis Signaling 0,056 CLU,CCL2,MSR1,ALOX12B,APOM
Agranulocyte Adhesion and

Diapedesis 0,060 MYH3,CCL19,CLDN7,CXCL13,CCL2,MYH10
PI3K Signaling in B
Lymphocytes 0,060 FOS,PLCD1,NFATC1,FOX0O3,ATF3
IL-17A Signaling in Fibroblasts 0,060 FOS,cCL2,IL17RC

Glucocorticoid Receptor 0.061 FOS,SMAD2,CCL2,SMARCA2,STAT5B,
Signaling ’ NFATC1,FOXO3

Adipogenesis pathway 0,001

MUSCLE TRANSCRIPTOME COMPARISON OF PURE AND DUROC-
CROSSBREED IBERIAN PIGS AT BIRTH.

ABSTRACT: Phenotypic differences in productive traits and meat quality have been
reported between pure and Duroc-crossbreed Iberian pigs. The muscle transcriptome
(Biceps femoris) of nine purebred Iberian and ten Duroc x lberian crossbred pigs
slaughtered at birth was studied to better understand causal molecular mechanisms.
Several differentially expressed genes were identified (i.e. APOM and SLC2A4) as well
as pathways involved in lipid metabolism and muscular development, such as
adipogenesis pathway. Also, important regulatory factors such as EGR2 and FOXO1
were differentially expressed between pure and Duroc-crossbreed pigs. These results
contribute to the better understanding of mechanisms underlying productive and meat
quality differences between purebred and crossbred Iberian pigs.

Keywords: Iberian pig, RNA-Seq, transcription factor, meat quality.
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ANALISIS GWAS PARA RESISTENCIA A NEMATODOS GASTROINTESTINALES
MEDIANTE LA IMPUTATION DE GENOTIPOS DEL CHIP DE ALTA DENSIDAD EN EL
GANADO OVINO
Chitneedi, P.K., Atlija, M., Arranz, J.J. y Gutiérrez-Gil, B.

Departamento de Produccion Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de Le6n, 24071
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INTRODUCCION

Las infecciones por nematodos gastrointestinales (GIN) constituyen un grave problema para
las explotaciones ovinas basadas en sistemas extensivos o semi-extensivos, tanto a nivel
sanitario y de bienestar animal como a nivel de salud publica (posible riesgo de zoonosis y
de residuos de farmacos antiparasitarios). Existe, por tanto, la necesidad de identificar
métodos alternativos eficaces frente al método clésico de control basado exclusivamente en
el uso de farmacos antiparasitarios. A raiz de diversos estudios que pusieron de manifiesto
el componente genético de parte de la variacion observada en la resistencia de las ovejas a
los parasitos internos (revisado por Raadsma et al., 1997), distintos autores han propuesto
la seleccion genética, combinada con otros métodos, como una estrategia eficaz de control
de los GIN. En este contexto, el objetivo de este estudio es la identificacién de regiones
gendémicas asociadas a Resistencia a GIN en una poblacién comercial de Ganado ovino de
raza Churra mediante un barrido genémico de alta densidad basado en un protocolo de
imputacién de los genotipos del /lumina Ovine HD BeadChip (HD-chip) en una poblacién
inicialmente genotipada con el lllumina Ovine SNP50 BeadChip (50K-chip), en base a un
subconjunto de animales genotipados con el HD-chip utilizados como referencia. Tras la
evaluacion de la fiabilidad del proceso de imputacion, y en base a los genotipos imputados
se ha realizado un estudio de asociacion a nivel genémico (GWAS, Genome-wide
Association Study) con un cardacter relacionado con los niveles de infeccién por GIN, los
niveles séricos de Inmunoglobulina A (IgA) frente a Teladorsagia circumcinta (L-1V).

MATERIAL Y METODOS

La poblacion objeto de estudio es una poblacion comercial de ganado ovino lechero de raza
Churra que presenta la estructura de una poblaciéon de 16 familias de medio-hermanas,
incluyendo los 16 machos cabeza de pedigri y 1.670 hijas, todas ellas pertenecientes a
rebafios del Nucleo de Seleccion de Anche (ANCHE). Esta poblacion base ha sido
previamente genotipada con el chip de 50K SNPs. Tras el control de calidad realizado segin
Garcia-Gamez et al. (2012) quedaron disponibles para analisis un total de 43.613 SNPs
localizados en los cromosomas autosémicos.

La poblacién de referencia utilizada para la imputacion incluyé 240 animales de la poblacién
base, con 16 machos y 14 hijas de cada uno, que fueron genotipados con el HD-chip.
Inicialmente se obtuvieron genotipos para un total de 606.006 marcadores SNPs, que tras el
control de calidad se redujeron a 492.767 SNPs autosémicos, entre los cuales se incluyen la
mayoria de los marcadores del 50K-chip. El proceso de imputacion de los genotipos del HD-
chip ausentes en los animales de la poblacion genotipada con el 50K-chip se realiz6 con el
software Beagle 3.3.2 (Browning & Browning et al., 2008). Los genotipos resultantes fueron
convertidos a formato Plink (Purcell et al., 2007) con el programa fcGENE (Roshyara, et al.,
2014). La imputacién realizada con Beagle se basa en informacion poblacional (desequilibrio
de ligamiento y frecuencias alélicas), obviandose en este caso la informacién proporcionada
por el pedigri de la poblacién. Es por ello que en algunos casos, se pueden estimar
genotipos incorrectamente o no realizar la imputacién. Por ello, se estimé la fiabilidad de la
imputacién en base a la comparacién de los genotipos imputados en las hijas de la
poblacion de referencia con sus genotipos directamente obtenidos con el HD-chip (genotipos
imputados vs genotipos genuinos). Con el fin de evitar sesgos en esta evaluacion, se
realizaron 14 iteraciones de imputacién, enmascarando en cada una de ellas el genotipo de
16 hijas, una de cada familia analizada.

Para un subconjunto de 533 animales de esta poblaciéon se obtuvieron muestras de sangre
para la obtencion de medidas fenotipicas de IgA en suero sanguineo, siendo los genotipos
de estos animales los que se utilizaron para el andlisis de asociacion realizado
posteriormente. Tras la normalizacion de los valores de IgA mediante la transformacion box-
cox, se estimaron las Yield Deviations (datos brutos corregidos para el efecto “rebafno”). El
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andlisis GWAS se realiz6 con ProbABLE (Aulchenko et al., 2010), un software
especificamente desarrollado para realizar andlisis GWA a partir de genotipos imputados.
Siguiendo el protocolo sugerido por los desarrolladores de este programa, se realiz6 un
primer analisis en GenABLE (Aulchenko et al., 2007) con el fin de estimar la matriz de
varianzas y convarianzas, lo que proporciona un test de asociacién entre el fenotipo a
estudiar y los marcadores genéticos en las muestras de individuos relacionados. El segundo
paso del andlisis de asociacion se realizé con ProbABLE, utilizando como datos genotipicos
para el andlisis, los archivos de probabilidad de imputacién correcta para el SNP obtenidos
en el proceso de imputacién de Beagle. Los umbrales de significacién analisis GWA se
determinaron aplicando la correccion de Bonferroni, considerando el nimero de marcadores
analizados para cada cromosoma (umbral 5% chromowome-wise) y para todo el genoma
(umbral 5% genome-wise). Para calcular el nimero de marcadores “‘independientes” en
cada caso, teniendo en cuenta el desequilibrio de ligamiento existente, se utiliz6 el programa
SimpleM (Gao et al., 2008), asumiendo un valor de 0,995 para el parametro PCA. Todos los
andlisis, imputacion y GWA, se realizaron en un potente servidor Intel (procesador de
2.50GHz, 8 cores y 16GB RAM) en el CPU del Centro de Supercomputacion de Castilla y
Ledn.

RESULTADOS Y DISCUSION

La precision de la imputacién realizada por Beagle se estimé usando la opcion de
concordancia de Plink (merge-mode 7) en los individuos genotipados para el 50K-chip y el
HD-chip. Debido al alto tiempo de computacion exigido en el proceso de imputacién, la
estimacion de la fiabilidad se realiz6 en base a los resultados obtenidos en seis cromosomas
de distinta longitud (cromosomas 1, 4, 10, 16, 20, 26). La concordancia promedio estimada a
partir de las 14 iteraciones de imputacién realizadas fue 90,85%, siendo muy similar entre
los seis cromosomas analizados (rango: 90-92 %, SD promedio: + 1,55%). Ha de tenerse en
cuenta que esta estimacién esta afectada por la reduccién de la potencia en el proceso de
imputacién debido al enmascaramiento de los animales utilizados como referencia en cada
iteracién. Asi, cuando el proceso se realiz6 sin eliminar ningin animal de la poblacién de
referencia, la precisién de la imputacién fue del 94%. Por ello, podemos considerar que la
fiabilidad real proporcionada por Beagle en la poblacién de Churra considerada varia entre
91-94%, suficientemente alta como para utilizar los genotipos imputados para posteriores
andlisis de asociacién con caracteres de interés productivo. La precision estimada en este
estudio esta dentro del rango de precision de otros estudios realizados en oveja (83-93%,
segun la raza) estimado por (Hayes et al., 2012) utilizando Beagle. En el ganado vacuno,
por lo general, los niveles de precisiéon obtenidos con este programa es mas alta. Hozé et al.
(2013) estimaron una precisién del 99% tras los andlisis realizados en 16 razas de ganado
vacuno francés. En ganado vacuno Holstein Chino (Weng et al., 2013) las estimaciones
variaron entre el 90-98%, dependiendo de la proporcién de individuos de referencia
eliminados en las iteraciones.

El andlisis de asociacion con el fenotipo IgA realizado con ProbABLE identificd un unico
SNP significativo al nivel 5% chromosome-wise localizado en el cromosoma 15 (p.-value
corregido = 5,63), mientras que no se detectd ninguna asociacién significativa al nivel 5%
genome-wise. El marcador que mostro evidencia de influir los niveles de IgA es el
oar3_OAR15_24870525, y se encuentra localizado en la posicion 24.870.525 pb del OAR15.
El efecto de substitucion alélica estimado para este SNP fue de 0,297 + 0,063 unidades de
las YDs analizadas (0,382 desviaciones estandar del fenotipo). De acuerdo a la base de
datos Sheep QTLdb (http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/OA/index), la posicién de
este QTL se encuentra dentro del intervalo de confianza estimado (18,3-30,5 Mb) para un
QTL con influencia sobre Fecal egg count (FEC), el clasico caracter indicador de los niveles
de infeccion por GINs en una poblacién de retrocruzamiento Red Maasai x Dorper (Silva et
al., 2012). La falta de resultados significativos se puede explicar por la escasa potencia del
estudio debido al limitado numero de animales analizados. Para explotar la informacién de la
estructura de disefio hija de la poblacién en estudio, de forma complementaria a este
analisis tipo GWA, se realizaran futuros analisis basados en andlisis de ligamiento (LA) y la
combinacion de desequilibrio de ligamiento con analisis de ligamiento (LDLA).
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Figura 1. Resultado del andlisis GWAS basado en los genotipos del HD-chip (700K)
imputados con Beagle en la poblacion comercial de ganado ovino analizada. Para el
cardcter analizado, IgA, se representan los valores log(1/P). Las lineas horizontales
representan el umbral del 5% chromosome-wise promedio para los 26 autosomas (azul), y el
umbral del 5% genome-wise (rojo); obtenidos tras la correcciéon de Bonferroni aplicada (Gao
etal., 2011).
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GWAS ANALYSIS FOR GASTROINTESTINAL NEMATODES RESISTANCE TRAITS
USING IMPUTED HIGH DENSITY CHIP GENOTYPES IN SHEEP

ABSTRACT: The aim of this study was to identify genomic regions influencing the serum
levels of Immunoglobulin A (IgA), an indicator trait of resistance to gastrointestinal nematode
(GIN) infections in Spanish Churra dairy sheep. With this aim, we performed a Genome-wide
Association Study (GWAS) based on imputed genotypes for the Ovine High Density (HD)-
chip for a population of 1,686 animals belonging to 16 different half-sib families. The whole
population, including the 16 sires and their daughters had available genotypes for the Ovine
50K-chip. The imputation process was based on the 240 animals of the resource population
that had been genotyped for the HD-chip. We estimated the accuracy of imputation, using
only the genotypes available for the reference population based on a masking strategy
designed to avoid any bias in the accuracy estimation. The GWAS identified a significant
SNP at the 5% chromosome-wise level, located on OAR15. As complementary approaches,
future analyses will exploit the linkage analysis and combined linkage disequilibrium with
linkage analysis to exploit the half-sib structure of the studied resource population.

Keywords: sheep, parasite resistance, imputation, GWAS
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INTRODUCCION

La mastitis subclinica constituye un importante problema a los que se enfrentan las
explotaciones de ganado ovino lechero, ya que, ademas de influir en la productividad global
de la explotacién, afecta al bienestar animal. El recuento de células somaticas (SCS) se
considera un caracter indicador de la resistencia a la mastitis subclinica. La heredabilidad
descrita para este caracter en ganado ovino es relativamente baja con valores que oscilan
entre 0,03 y 0,11 en Churra (Othmane et al., 2002) y hasta 0.13 en Lacaune (Rupp et al.,
2003). Asi, la mejora genética del caracter SCS se veria altamente favorecida por la
utilizacion de informacién genémica, como la derivada de los estudios de detecciéon de QTL,
cuyo objetivo final es la identificacion de variantes genéticas con efecto directo sobre el
fenotipo de interés. En una poblacién comercial de raza Churra, nuestro grupo realizd un
primer barrido gendémico basado en 181 marcadores microsatélites mediante el cual se
identific6 un Unico QTL significativo al nivel chromosome-wise para el caracter SCS en el
cromosoma ovino (OAR) 20 (Gutiérrez-Gil et al., 2007). Actualmente, la disponibilidad tanto
de una secuencia de referencia del genoma ovino de alta calidad (oar_v3.1), como de
herramientas genémicas como los Chips de SNPs de media y alta densidad incrementa la
eficiencia de los estudios de localizacion de QTL realizados en esta especie. Ademas, el
progresivo abaratamiento de las nuevas técnicas de secuenciacién posibilitan la obtencion
de la secuencia completa de un genoma a un precio asequible, permitiendo el disefio de
estudios que faciliten la identificacion de posibles mutaciones causales o QTN que explican
los efectos QTL previamente identificados (Ron y Weller, 2007). En este estudio
presentamos un analisis de ligamiento realizado con el chip ovino de 50K en una poblacion
independiente de la misma raza que la poblaciéon analizada por Gutierrez-Gil et al. (2007).
Para el QTL identificado con mayor apoyo estadistico y que confirma los resultados
anteriores, se presentan un andlisis preliminar de la secuenciacion masiva del genoma de
un trio de muestras formado por un padre heterocigoto y dos de sus hijas seleccionadas
para estudiar a maxima resolucion la segregacion de este QTL e identificar los
polimorfismos que podrian ser candidatos a QTN.

MATERIAL Y METODOS

Animales, genotipos y fenotipos: La poblaciéon objeto de estudio incluyd un total de 1.670
ovejas distribuidas en 16 familias de medio-hermanas del Nucleo de Seleccion de ANCHE
(Asociacion de Criadores de Ganado Ovino Selecto de Raza Churra), ademéas de los 16
machos cabeza de pedigri. Todos los animales fueron genotipados con el chip ovino de 50K.
Tras el control de calidad de los datos brutos, llevado a cabo segun el protocolo descrito por
Garcia-Gamez et al. (2013), un total de 43.613 SNP localizados en los 26 autosomas ovinos
quedaron disponibles para andlisis posteriores. El fenotipo analizado fue el logaritmo del
recuento de células somaticas (SCS). Como variable dependiente del analisis de ligamiento,
se utilizaron las Yield deviations (YDs) estimadas, para el caracter en estudio, como la
desviacion de la media poblacional del dato fenotipico bruto corregido para los factores fijos
que influyen sobre el caracter y el efecto permanente del animal, teniéndose también en
cuenta la precision de la estimacién