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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.
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