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1.-RESUMEN

Mucho se ha estudiado sobre el cerdo desde su domesticacién. Es la especie que
mayor impacto econdmico tiene en la produccion final agraria. El jabali tiene interés cinegético
en Espafia, ademds Huesca es la provincia donde mas capturas de esta especie se registran.
Ambas especies estdn intimamente relacionadas, pues se ha demostrado que el jabali es el
antecesor del cerdo doméstico actual. Se ha estudiado mucho sobre la apariencia fisica del
jabali, no obstante, poco se sabe sobre su fisiologia reproductiva. Este trabajo fin de grado
tiene como objetivo principal comparar la morfometria espermatica de la cabeza, nucleo y
acrosoma espermaticos de ambas especies. El andlisis de los parametros morfométricos
espermaticos en jabali ha sido posible adaptando a esta especie el método CASMA-F,
desarrollado por nuestro grupo anteriormente. El primer estudio trata sobre el efecto del
procesado de las muestras en las dimensiones morfométricas nucleares del espermatozoide.
Se realizaron 4 tipos de procesado de muestras para el jabali (fresco, secado al aire, fijado con
glutaraldehido vy fijado con metanol). En el caso del cerdo Unicamente se practicé la fijacidon
con glutaraldehido. Todas las muestras fueron tefiidas con el marcador fluorescente Hoechst
33342. En el segundo estudio se analizaron los pardametros morfométricos del acrosoma,
nucleo y cabeza espermaticos para la posterior comparacion entre ambas especies. Se realizé
una fijacién con etanol y posteriormente se incubaron las muestras para su tinciéon en una
solucién que contenia ioduro de propidio y PSA. En todos los estudios se realizd la captura de
imagenes con un microscopio de fluorescencia y una cdmara digital. Las imagenes obtenidas se
procesaron con el software de analisis de imagen Image J. Se analizaron 35 machos de cada
especie en todos los estudios, y un minimo de 200 espermatozoides por cada macho. El secado
de las muestras apenas tuvo efecto en las dimensiones morfométricas del nucleo espermatico

en el jabali. Las fijaciones realizadas con glutaraldehido y metanol redujeron las dimensiones

del nicleo espermatico en ambos casos. En el estudio del nucleo, el jabali presentd mayores
dimensiones para los parametros primarios, reportando un ntcleo mas eliptico y elongado.
Dentro del segundo estudio el cerdo resulté tener mayor area acrosémica, mientras que las
dimensiones nucleares fueron de nuevo mayores en el jabali. No se observaron diferencias

significativas en el drea total de la cabeza.
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2.-ABSTRACT

Much studies have been performed on the domestic pig since their domestication. It is
the species that has greater economic impact in the final agrarian production. The wild boar
has a hunting interest in Spain, Huesca is also the Spanish region where more catches of this
species are recorded. Both species are closely related, as it has been shown that the wild boar
is the predecessor of the current domestic pig. It has been studied much about the physical
appearance of the wild boar, however, little is known about their reproductive physiology. This
final grade work aims at comparing the sperm head, core and acrosome sperm of both species
morphometry. In wild boar sperm morphometric parameters analysis has been possible due to
adapt CASMA-F method to this species, developed by our group previously. The first study
treats about the effect of the samples processing in the sperm nuclear morphometric
dimensions. 4 types of processing of samples for wild boar (fresh, air-dried, fixed with
glutaraldehyde and fixed with methanol) were performed. In the case of the pig was only
practiced fixation with glutaraldehyde. All samples were stained with Hoechst 33342
fluorescent marker. In the second study the morphometric parameters of the acrosome,
nucleus and head sperm were analyzed in order to compare the two species. After fixation in
ethanol and samples were incubated for its staining in a solution composed of PSA and
propidium iodide. In all studies images were captured with a fluorescence microscope and a
digital camera. The images were processed with the software of image analysis Image J. 35
males of each species in all studies, and a minimum of 200 sperm for each male were analyzed.
Drying of the samples had not effects on morphometric dimensions of the sperm nucleus in
the wild boar. Fixations made with glutaraldehyde and methanol reduced the dimensions of
the sperm nucleus in both cases. In the study of the nucleus, the wild boar presented larger
values for the primary parameters, reporting a more elliptical and elongated shape. In the
second study the pig proved to have greater acrosomal area, while the nuclear dimensions

were again higher in wild boar. There were no significant differences in the total head area.
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3.-INTRODUCCION

El sector porcino es el de mayor relevancia econdmica de la ganaderia espafiola con
una produccidn anual de mas de 4.000 millones de euros al afio, representando el 12,4% de la
produccién final agraria. Se trata de una especie muy conocida por el hombre ya que fue
domesticada hace unos 8000 afios. Por otro lado, el jabali es una de las especies cinegéticas de
mayor interés en nuestro pais. A pesar de ser una especie de la que se conocen muchos datos
sobre su apariencia fisica poco se ha estudiado sobre su biologia reproductiva. Ambas especies
han estado intimamente ligadas ya que las investigaciones con ADN mitocondrial han
demostrado que el jabali es el antepasado del cerdo doméstico. El cruce entre ambos es fértil
a pesar de tener un nimero de cromosomas distinto, 36 en el caso del jabali y 38 en el del
cerdo. En este proyecto se han estudiado las diferencias en la morfometria espermatica entre

el jabaliy el cerdo doméstico.

Para la evaluacién de los parametros morfométricos se desarrolld, en un trabajo
anterior en nuestro grupo (Yaniz et al,, 2012; Vicente-Fiel et al., 2013), un método para el
analisis morfométrico de la cabeza del espermatozoide (CASMA-F), basado en la utilizacion de
un software libre y microscopia de fluorescencia. Este nuevo método permite un estudio
objetivo de la morfometria de la cabeza del espermatozoide ya que reduce el procesado de las
muestras y la variabilidad, aumentando la precisidon y automatizando el proceso. Todo ello nos

posibilitd la comparacidon morfométrica de ambas especies.

En este Trabajo Fin de Grado nos hemos centrado en realizar el analisis morfométrico
del acrosoma, nucleo y cabeza espermatica en ambas especies. Para ello se describié en un
trabajo previo en ovino un método para la evaluacion de estas estructuras combinando loduro
de Propidio y PSA (Pisum sativum agglutinum) (Yaniz et al., 2014). Para poder realizar el mismo
método en el jabali serd necesario ajustar el protocolo actual comparando los resultados

obtenidos de la tincién simple con Hoechst 33342,

Para poder comprender mejor los procedimientos llevados a cabo y los resultados
obtenidos, a continuacidn se explicaran los principios morfolégicos vy fisiolégicos en los que se

ha basado este estudio.
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4.-OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fin de grado es comparar la morfometria de la
cabeza espermadtica y sus componentes entre cerdo y jabali. Los objetivos especificos fueron
los siguientes:

1. Adaptar los métodos de analisis morfométrico basados en el uso de software libre y
microscopia de fluorescencia al jabali.

2. Estudiar la influencia del procesado de muestras sobre la morfometria del nucleo
espermatico en jabali.

3. Comparar la morfometria de la cabeza, nucleo y acrosoma espermaticos del jabali y el

cerdo doméstico.
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5 - REVISION BIBLIOGRAFICA

5.1.-Introduccion

El jabali (Sus scrofa scrofa) es un mamifero monogastrico del orden Artiodactyla,
suborden Suiformes y familia Suidae, de aspecto similar al cerdo doméstico (Sus scrofa

domestica). Ambos pertenecen ambos a la misma especie.

El jabali se considera el antecesor del cerdo doméstico (Skewes, 2003). Evidencias
como un elevado numero de dientes, colmillos bien desarrollados y en continuo crecimiento,
molares bunodontos, estdmago de estructura sencilla y extremidades poco especializadas

indican que se trata de un animal primitivo (Granados, 2015).

El cerdo doméstico tiene 38 cromosomas y el jabali 36. El cruce resultante de ambos
origina un mestizo que contiene 37 cromosomas. Ademas este mestizo es reproductivamente
viable, pudiéndose cruzar con el jabali o con el cerdo doméstico. Estos cruces originan
individuos de 38 y 37 cromosomas respectivamente. Se han detectado cruces de jabali con
cerdos domésticos de la raza Duroc dando lugar a controversias sobre la autenticidad de la
carne de jabali (Skewes, 2006). El hibrido resultante tiene una carne muy similar a la del jabali,
pero con indices productivos y reproductivos mucho mejores (tasa de crecimiento, eficiencia
de conversidn, etc). Las hembras de Jabali tienen un periodo de gestacion de unos 115 dias,
similar al ciclo reproductivo del cerdo doméstico. Pueden realizar hasta dos pariciones al afio,
con camadas de 4 o 5 individuos por norma general, a diferencia de la cerda doméstica, que

cicla durante todo el afio y tiene camadas mucho mas prolificas.

El jabali es una especia de indudable interés cinegético. También es considerada plaga
por los dafios que produce en sembrados, bosques y carreteras. El control se realiza mediante
caza deportiva, siendo la caza en batidas de jabali la actividad que, probablemente, mas
impacto produce sobre el medio. Como especie cinegética implica importantes ingresos para
ayuntamientos y otras administraciones publicas. Es en la provincia de Huesca donde se
registran mas capturas, donde anualmente se cazan alrededor de 15.000 jabalies (Bosch et al.,

2012).

Se trata de un animal de cuerpo macizo, patas cortas pero fuertes. Los jabalies ibéricos
son los mas pequefios del continente europeo. Para los machos se encuentran pesos medios
que varian entre 75 y 85 kg, mientras que las hembras se sitlan entre 55 y 65 kg. Son
omnivoros. Los individuos silvestres se alimentan de lombrices, tubérculos, hongos, frutos,

raices y pequefios vertebrados (De la Vega, 2003).
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Aunque existen claras diferencias morfoldgicas entre el jabali y el cerdo doméstico
actual, se conoce menos sobre las diferencias fisioldgicas entre ambas especies. En este
sentido, algunos parametros de calidad seminal como la morfometria espermatica se han
aplicado en estudios de la biologia evolutiva de diferentes especies. Ello ha permitido
encontrar diferencias interespecificas considerables en la morfologia de la cabeza del
espermatozoide entre especies intimamente relacionadas, que incluso pueden ayudar a la
identificacion de especies cripticas (Sanchez et al., 2013). En este proyecto hemos estudiado
las diferencias entre los espermatozoides epididimarios de cerdo doméstico y jabali. Para
centrar el tema, haremos primero una descripcién del espermatozoide y los métodos de

evaluacion de la calidad espermatica, entre los que se incluye el analisis morfométrico.

5.2.- El espermatozoide en mamiferos

El espermatozoide es una célula haploide altamente especializada que se produce en
los tubulos seminiferos de los testiculos. Su principal funcién bioldgica es la de fecundar el
oocito para la formacion del cigoto. Dicha célula es el producto final de la gametogénesis en el

macho, y contiene la informacidn genética paternal.

La pubertad en el macho se produce cuando es capaz de producir un numero
suficiente de espermatozoides para fecundar a una hembra. En el verraco, por ejemplo, se
puede definir como la edad del macho en la que el semen contenga 50x106 espermatozoides
por eyaculado, con un minimo del 10% méviles (Cunningham, 2003). A partir de entonces las
células germinales masculinas reducen el nimero diploide de cromosomas, manteniendo los
procesos de division y diferenciacion de forma ciclica durante toda la vida. La reduccidn del
numero de cromosomas a la mitad es necesaria para que tras la fecundacién se origine un
zigoto diploide, pero ademas, durante la meiosis se produce el proceso de sobrecruzamiento
cromosdémico e intercambio de genes, lo que conlleva incrementar la diversidad genética

(Benito, 2010).

Fisico-quimicamente estan integrados por un 86% de agua; sustancias inorganicas:
sodio, potasio, calcio, magnesio, fésforo y otras; sustancias organicas: proteinas, hidratos de

carbono (fructosa), acido lactico y citrico, vitaminas y, otros, en menor cuantia.

En cuanto a la morfologia espermatica podemos distinguir varias estructuras

principales: la cabeza, que a su vez consta de acrosoma y nucleo, y la cola o flagelo, con la
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pieza intermedia, la pieza principal y la pieza terminal (Fig. 1). A continuacidn describiremos

cada una de sus partes.
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Figura 4. Estructura del espermatozoide

5.2.1.- La cabeza del espermatozoide

La cabeza del espermatozoide presenta variaciones en su forma segun la especie. En el
caso del verraco es ovoide y plana. El toro, morueco o el macho cabrio presentan esta misma
morfologia. En cuanto al tamafio existen diferencias considerables entre especies
(Bhattacharyya et al., 1982; Eddy et al., 1988). Por ejemplo en el caso del cerdo las primeras
investigaciones presentaban unos datos de 8 um de largo y 5 um de ancho (Cummins y
Woowall, 1985). Otro estudio observé dimensiones de largo, ancho, y area de 8,0 + 0,29 um,
4,0+ 0,17 um, , respectivamente (Pefa y Sarabia et al., 2005); mientras que otros autores han
reportado una media de 8,56 + 1,12 y 4,62 + 0,95 para la longitud y anchura en cerdos jovenes
y de fertilidad comprobada (Thurston et al., 1999). Otro estudio concluyé afirmando que las
dimensiones evolucionaban segun la edad del verraco desde 8,84um hasta 8,95um de longitud
alcanzados los 18 meses de edad (Quintero Moreno et al., 2009). En anteriores trabajos del

grupo ya se habian estudiado los pardmetros morfométricos de la cabeza espermatica del

7
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verraco tanto en tratamiento en fresco como en frotis mediante el método CASMA-F. En el
tratamiento en fresco se obtuvieron valores para el area, perimetro, longitud y anchura de
27,2340,19um2, 21,85+0,10um, 8,22+0,05um y 4,114+0,02um, respectivamente. En el caso
del tratamiento de fijacion las medidas obtenidas fueron de 27,65+0,18um2, 22,00+0,08um,
8,29+0,05um vy 4,14+0,02um (Vicente-Fiel et al., 2013b). Por otro lado en el caso del
espermatozoide humano la Organizacion Mundial de la Salud estable unas dimensiones

mofoldgicamente normales en 5-6 um de longitud y 2,5-3,5 um de ancho (WHO, 1999).

En la cabeza podemos localizar dos estructuras fundamentales: el acrosoma y el nucleo
espermatico ademas de pequefas estructuras citoesqueléticas, un reducido citoplasma y la

membrana plasmatica (Fig. 2).

acrosoma

envoltura nuclear
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) /
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V/v mitocondrias
parte central

Figura 5. Estructura de la cabeza espermatica

En un articulo de review reciente se contemplan datos de diversos autores en varias
especies, entre las cuales encontramos la porcina. Estas medidas de los pardmetros primarios

estan realizadas sobre la cabeza del espermatozoide. Las diferencias existentes pueden estar

8
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debidas a la utilizacidn de distintas tinciones (Yaniz et al., 2015). Por ejemplo, para el caso de la
tincién doble de Eosina-Genciana encontramos valores de area 40,93um y 27,43um, longitud
9,36um y 7,93um y anchura 4,87um vy 4,23um. (Kondracki et al., 2005). Por otro lado también
encontramos datos para la tincion con hematoxilina de Harris de area 25,06um, perimetro
20,67um, longitud 7,61um y anchura 3,85um (Garcia-Herreros et al., 2006); frente a los
aportados por Vicente-Fiel et al., (2013b) de area 34,85um, perimetro 23,93um, longitud

8,82um y anchura 4,59 um.

5.2.2.- El nucleo espermatico

El nidcleo contiene un numero haploide de cromosomas y nucleoproteinas,
principalmente protaminas, y en menor cantidad estructuras del citoesqueleto. Todo ello
rodeado por la membrana nuclear. Estas proteinas tienen funciones estructurales vy
enzimaticas. La cromatina espermatica se encuentra altamente compactada, ocupando menos
espacio que en las células somaticas, de forma que el empaquetamiento del ADN con las
proteinas nucleares es tan estrecho que la transcripcion resulta casi imposible. Durante la
espermiogénesis ocurre una remodelacion que conlleva a la produccion de una célula
altamente especializada pero con un nucleo transcripcionalmente inactivo y con la totalidad
del citoplasma encapsulado en forma de cuerpo residual. Durante este proceso se produce una
condensacidn progresiva de la cromatina que estd asociada a modificaciones quimicas en el
ADN vy proteinas nucleares, con una sustitucion de las histonas por protaminas, proteinas
pequefias ricas en cisteina. Durante el transito epididimario se estabiliza este mecanismo de
condensacidn con el incremento de puentes disulfuro a partir de los grupos tiol de los residuos
de cisteina. La condensacion de la cromatina disminuye el volumen del nicleo facilitando asi la
movilidad del espermatozoide y es fundamental para proteger el material genético del gameto
masculino durante su exposicion a ambientes agresivos como pueda ser la elevada acidez del
tracto reproductor femenino. Cuando se ha producido la penetracion del ovocito, el
espermatozoide debe descondensar su cromatina para formar el pronudcleo masculino,
reduciendo, como requisito, las uniones disulfuro del nicleo espermdtico. La capacidad
fecundante del espermatozoide dependerd, entre otros factores, de la adecuada sucesidn de
estos tres eventos: condensacion de la cromatina durante la espermatogénesis, estabilizacidn
durante la maduracién espermatica y descondensacién dentro del ovocito para su
fecundacion. Cualquier dafio del nucleo, dada su inercia metabdlica seria imposible de reparar,

lo que llevaria a una caida de la fertilidad (Sakkas et al., 1995).
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5.2.3.- El acrosoma

El acrosoma se localiza en la porcidn anterior del nucleo adaptado estrechamente al
contorno de la parte anterior aguda del nicleo del espermatozoide. Se trata de una vesicula
membranosa especializada en forma de capuchdn que contiene enzimas hidroliticas (como la
acrosina, hialorunidasa y otras hidrolasas y esterasas), necesarias para la penetracién de la
zona pelucida del ovocito en la fecundacidon. Posee una membrana externa limitante con la
cara interna de la membrana plasmatica y una membrana interna limitante con la membrana
nuclear. Cuando la membrana acrosomal externa se fusiona con la membrana plasmatica, los
enzimas son liberados, conociéndose este proceso como reaccién acrosémica (Fig.3) (Barros et
al., 1967). Dicha membrana plasmatica es esencial para la funcién de los espermatozoides.
Esta delicada e inestable capa proporciona proteccién fisica a la célula, actia como una
barrera selectiva para el paso de sustancias, y desempefia un papel fundamental en las

interacciones con otras células, como las células epiteliales en el tracto genital de la hembra y

los oocitos.
memb_rar_ua REACCION ACROSOMICA
acrosomica
interna .
contenido del
_ crosoma
||berac!an membrana acrosomica externa
de enzimas
pﬂm:}'f”
I\

membrana
acrosomica
interna

Figura 3. Representacion de la reaccidén acrosémica.

La capacitacidn espermadtica es un fendmeno fisioldgico importante e imprescindible
para la fertilizacién del oocito (Cognie et al., 1991) que tiene en parte lugar en el aparato

genital femenino, y entre cuyas manifestaciones se encuentra la reaccién del acrosoma
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(Martinez et al., 1989). Pero la reaccién acrosdmica puede verse alterada si se producen dafios
en la membrana plasmatica o en el acrosoma ya que son irreversibles y pueden originarse por
diversas causas entre las que se encuentran cambios osmdticos, shock térmico o cambios de
pH. Todo ello puede causar una pérdida prematura del contenido acrosémico. Por tanto, la
evaluacion de la integridad del acrosoma constituye una prueba de valoracion espermatica
muy importante dada la gran trascendencia de esta estructura para la funcionalidad del
espermatozoide (Graham et al., 1980), teniendo un gran valor predictivo de la fertilidad
potencial del esperma (Benoff et al., 1993; Bielsa et al., 1994). Asimismo, varios autores han
obtenido una alta correlacién entre el porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro y

la fertilidad (Saacke y White, 1972; Juneja et al., 1990).

La evaluacién de la integridad acrosdmica puede realizarse mediante la fijacién de las
células y su observacion con microscopia de contraste de fases (Soderquist et al., 1997), con
microscopia de fluorescencia (Johnson et al., 1996) o con extensiones tefiidas bajo iluminacion

en campo claro (Varner et al., 1987).

Entre la bibliografia consultada existe una gran diversidad de técnicas de tincidn con
distintas sustancias. Por ejemplo, la tincién Wells-Awa, 1970, que consiste en la combinacion
de alcohol etilico, eosina y verde brillante para su posterior evaluacion en el microscopio de luz
convencional. Por otro lado encontramos la tincién triple (TST) basada en la combinacién de
tres colorantes, el azul Tripan (colorante vital), marrén Bismark (colorante postacrosémico) y
rosa de Bengala (colorante acrosémico) (Talbot y Chacon, 1981). Esta tiple tincién presenta la
ventaja de que permite poder diferenciar de forma conjunta la integridad del acrosoma y la
viabilidad de las células espermdticas. Aunque inicialmente se desarrolld para
espermatozoides humanos, ha sido ajustada para aplicarla en otras especies como el verraco
(Barrientos et al., 2009), el ratén (Talbot y Chacon, 1981), toro (Didion y Graves, 1986), caballo
(Varner et al., 1987) y macho cabrio (Kusunoki et al., 1989); (Vazquez et al., 1992). Por ultimo
también encontramos entre las tinciones mas utilizadas la combinacién de eosina-nigrosina
(Bamba et al., 1988). En el caso de las preparaciones en las que no se utiliza ningun tipo de
tincidn, lo mas frecuente es fijar las células con glutaraldehido o soluciones salinas formoladas

(Memon y Ott, 1981), realizando su evaluacién mediante contraste de fases.

A pesar de que las tinciones anteriormente nombradas han sido las mads utilizadas se
han ido desarrollando en los ultimos afios numerosas técnicas basadas en el empleo de
fluorocromos o sustancias fluorescentes, aprovechando su propiedad de atravesar o no las

membranas espermaticas en funcidn del estado funcional de las mismas. Se han descrito
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tinciones simples o dobles, como por ejemplo los siguientes fluorocromos: diacetato de
carboxifluorosceina, yoduro de propidio (IP), Hoechst 33342, Hoechst 33258, SYBR-14, y
naranja de acridina entre otros, para determinar la viabilidad de la célula espermatica

(Cardona Maya et al., 2006; Fernandez et al. 1998; Graham et al., 1980; Johnson et al., 1996).

Actualmente, el empleo de citometria de flujo y fluorocromos especificos, como el
pisum sativum agglutinin lectin (PSA), permiten evaluar de forma precisa las alteraciones
acrosomicas del espermatozoide, gracias a la coloracién de un color u otro de la membrana
externa acrosémica dependiendo de si estd dafiada (permeable) o no (impermeable) (Ericcson

et al., 1990).

5.2.4.- El flagelo del espermatozoide

Es el responsable del movimiento y lo constituyen tres regiones: la pieza intermedia,
la pieza principal y la pieza terminal, que es la estructura que le confiere el movimiento. El
axonema estd formado por una serie de microtibulos agrupados en dobletes y se distribuyen

en uno central y nueve periféricos. Podemos distinguir tres partes diferencias en su estructura:

e Pieza intermedia: Se caracteriza por la presencia de una doble hélice de
mitocondrias. Se disponen alrededor de 9 pares de fibras longitudinales
denominadas “fibras densas”, que rodean al axonema. Debido a su composicion de
proteinas ricas en cisteina, que presentan grupos sulfhidrilo (-SH) lo que da lugar a
la formacién de puentes disulfuro (-S-S-) durante la maduracién espermatica y que
podrian conferir propiedades eldsticas y facilitar asi la propagacion del movimiento
ondulatorio a través del flagelo (Soler et al., 1994).

e Pieza principal: Ocupa la mayor parte de la cola. Formada por las 9 fibras densas y
el axonema que se contindan desde la zona intermedia. Las fibras van reduciendo
su tamafio hasta desaparecer al final de esta region. Su funcién principal es la de
proporcionar movilidad al espermatozoide (Pesch y Bergmann, 2006).

e Pieza terminal: Constituye el final del flagelo. Estd formada por el axonema, sin

vaina fibrosa.
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5.3.-Evaluacion de la calidad seminal

Tradicionalmente la calidad de los eyaculados ha sido evaluada mediante el
espermiograma cldsico. Este andlisis rutinario se ha utilizado durante mucho tiempo como
Unica herramienta para valorar los eyaculados (Chan et al., 1985). Este analisis esta basado en
la ejecucidn de distintas pruebas que incluyen un analisis macroscdpico que permite el estudio
del volumen y la concentracidn, entre otros, y un analisis microscopio que mide la motilidad, el
estado del acrosoma y las morfoanomalias espermaticas. Aunque son técnicas simples y con
un coste relativamente bajo, presentan unas tasas de correlacion con la fertilidad
generalmente bajas (McClure et al., 1991; Hidalgo, 2002). Por ello se han desarrollado los
sistemas de anadlisis de semen asistido por ordenador (CASA, computer assisted sperm
analysis) (Davis et al., 1992; Kruger et al., 1993). Los sistemas CASA proporcionan una serie de
pardmetros de movilidad y morfométricos de manera objetiva que facilitan la evaluacién del
espermatozoide. Los principales limitantes de esta técnica son que requiere mucho tiempo en
lo referente a la evaluacion morfométrica y que el coste es mayor. Estos sistemas constan de
varias unidades interdependientes: un microscopio conectado a una cdmara de video, que
envia la imagen desde el microscopio a un ordenador, donde un analizador digital de imagen
captura varias fotografias seriadas de cada campo microscépico seleccionado, normalmente

en menos de 1 segundo.

5.3.1.-Estudio del volumen y la concentracién espermatica

Es importante realizar una correcta evaluacidn de la concentracién espermatica ya que
podemos encontrar grandes diferencias de concentracidn entre un eyaculado y otro, siendo
interesante conocer el nimero de espermatozoides que existe en cada uno de ellos ya que de
este pardmetro dependerd el nimero de hembras a inseminar. Entre las técnicas mas
utilizadas para la evaluacion de la concentracidon espermatica encontramos la espectofometria,
la colorimetria, la citometria de flujo y el uso de la cdmara de recuento (Quintero, 2003), ya
que los contadores de particulas, los métodos fluorométricos y los sistemas de analisis de

semen asistidos por ordenador son mas complejos.

El recuento en cdmara es el mas utilizado por su bajo coste y su alta precision, ya que
se realiza una medicion directa del nimero de espermatozoides presentes en una cdmara de
volumen conocido. Tradicionalmente, la cdmara de Neubauer ha sido la mas utilizada ya que
ha sido recomendada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), aunque se producen
variaciones debido a distribuciones no homogéneas de las células dentro de la cdmara y a

imprecisiones en el proceso de dilucion (Woelders, 1991). Para aumentar la precision del
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procedimiento y la reproducibilidad de los resultados se han creado nuevas camaras que
utilizan la muestra sin diluir (Cardona Maya et al., 2008), como la cdmara Makler® (Sefi
Medical Instruments, Haifa, Israel), Microcell (Concepcion Technologies, Natick, MA, EE.UU.),
Horwell® (Horwell Ltd, Londres, Reino Unido), Blaubrand®, Biirker®, ISAS® y Camara de

recuento Leja®, para determinar la concentracién de espermatozoides.

En cuanto al estudio del volumen se realiza directamente tras la recogida del semen en
el tubo colector evitando el error producido al pasar el eyaculado de un recipiente a otro para
su valoraciéon (Maxwell y Evans, 1990). En el caso del verraco el volumen de eyaculado es
elevado en comparacién con otras especies pero encontramos variabilidad entre los autores

(Tabla 1).

Tabla 1. Valores normales de volumen y concentracién descritos en la especie porcina (Gadea, 1997)
Eyaculado Volumen (ml) Concentracion Fuente

(10%spz/ml)

Completo 218,8 540,37 Graham et al., 1967
Completo 250 (150-500) 100 (25-300) Mann y Lutwak-Mann, 1981
Completo 348,5 476,25 Hammitt et al., 1989
Completo 223,42 224,74 Gallietal., 1991
Completo 180 400-600 Xu et al., 1996
Fraccion rica 87,66 1212,32 Graham et al., 1967
Fraccion rica 80,7-87,3 764-770 Martinez et al., 1986
Fraccion rica 40-100 400-1300 Martinez et al., 1992
Fraccion rica 108,36+%3,61 740+21,92 Saiz et al., 1994
Fraccion rica 95+8,05 657,1+43,03 Gerfen etal., 1994

5.3.2.-Estudio de la movilidad

Este pardmetro ha sido uno de los mds estudiados ya que algunos autores afirman que
puede ser uno de los factores que mejor se correlaciona con la fertilidad (Shanis et al., 1989).
Sin embargo, los resultados estan limitados tanto por la subjetividad de la prueba como por la
elevada sensibilidad de esta variable a la manipulacién necesaria para su valoracién (Boixo,

1994). Dicho parametro depende de factores intrinsecos como son la estructura del flagelo y la
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actividad enzimdtica de la dineina, asi como de factores extrinsecos como por ejemplo la

composicion bioquimica del medio extracelular en que se encuentra el espermatozoide.

Su evaluacidn se realiza tradicionalmente de manera subjetiva con una gota de semen
diluido en una solucién isosmética mediante un microscopio dptico, determinando el
porcentaje de espermatozoides maviles y el tipo de movimiento que describen (Maxwell y
Evans, 1990). Esta evaluacién subjetiva ha pasado a un segundo plano a favor de los actuales
sistemas de andlisis de imagen asistidos por ordenador, (sistemas CASA) nombrados
anteriormente, que son capaces de determinar, de manera objetiva, toda una serie de
pardmetros de velocidad y angularidad que colaboran en el establecimiento de un grado de
calidad de movimiento (Burkman, 1995). El software discrimina a los espermatozoides de otras
particulas que puedan aparecer en la imagen por su tamanfo, y analiza la trayectoria recorrida

por cada espermatozoide individual durante esa fraccion de segundo (Muifio, 2007).

En el andlisis se pueden identificar distintos tipos de movimientos: movilidad
progresiva rapida, movilidad progresiva lenta o lineal, movilidad no progresiva y
espermatozoides inmdviles (Padrén et al., 1998), siendo el mas importante el movimiento
rectilineo progresivo ya que es fundamental para la fecundacién permitiendo a los

espermatozoides llegar en pocos minutos a las trompas uterinas.

5.3.3.-Estudio de la morfologia espermatica

La identificacion de espermatozoides morfolégicamente anormales presentes en los
eyaculados es una tarea importante ya que su capacidad de completar la fecundacion puede
verse reducida y el riesgo de muerte precoz embrionaria aumenta. La presencia de un alto
porcentaje de formas anormales puede estar relacionada con procesos degenerativos y
patoldgicos o con una inmadurez sexual (Smith y Sherman, 1994). La evaluacién de este
pardmetro se ha visto afectada por numerosos factores como el tipo de tincién utilizada, la
forma de realizar la extensidn, la subjetividad del observador, el campo del porta que se

observa etc.

La morfologia espermatica tradicionalmente se ha evaluado mediante observacidon
visual al microscopio de muestras tenidas con diversas técnicas. Actualmente para realizar un
estudio bdsico se siguen dos criterios: el criterio estricto de Kruger (Kruger et al., 1993;
Menkveld et al., 1990), basandose en las diversas anomalias morfolégicas o el recomendado

por la OMS (WHO, 1999) basado en la definicidn del espermatozoide normal.
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Entre las anomalias mas comunes asociadas con fertilidad reducida podemos
encontrar cabezas anormales, espermatozoides decapitados, anormalidades de la pieza
intermedia y colas dobladas o enrolladas en espiral, asi como determinadas anomalias
heredables (Dresdner y Katz, 1981) (Fig.4). Cualquiera de estas anomalias si afecta a un
numero elevado de espermatozoides, puede llegar a comprometer la fertilidad del semen.
Otra anomalia relativamente frecuente son los espermatozoides con la cabeza de forma
piriforme. Los espermatozoides con este defecto presentan menor capacidad de unién y de
penetracion de la zona pelicida, y si consiguen fecundar a algun ovocito, los zigotos
resultantes tenian menor capacidad para iniciar su desarrollo y degeneraban a las pocas horas

(Thundathil et al., 1999).

Figura 6. Espermatozoides normales y algunas formas anormales. A-Sin acrosoma (forma comun). B- Sin
apenas acrosoma. C- Con cabeza piriforme cabeza. D- Con cabeza piriforme moderada. E- Con cabeza
piriforme leve. F- Con vacuolas. G-Defectos en la membrana. H- Sin flagelo. |- Reflejo distal. J- Parte
media rota. K- Parte media severamente doblada. L- Gota proximal. M- Gota distal. N- Teratoride grave.
O-Teratoideo moderado. P-Espermatozoide normal (Barth et al., 1989).
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5.3.4.-Estudio de la morfometria espermatica

5.3.4.1.- Evaluacidon morfométrica del nicleo y la cabeza espermatica

La valoracion de la calidad seminal mediante las técnicas convencionales se ve
condicionada por la subjetividad del analisis. Para conseguir unos resultados mas fiables y su
consecuente repetitividad se desarrollaron los primeros sistemas semi-automaticos para el

analisis por imagen de la morfologia espermatica (Jagoe et al., 1986; Moruzzi et al., 1988).

A finales de los afios 90 aparecieron en el mercado los primeros sistemas ASMA
(Automatic Semen Morphometry Analysis) o CASMA (Computer Automatic Semen
Morphomatry Analysis). Esto ha sido un gran avance para acabar con la subjetividad de los
analisis consiguiendo realizar analisis objetivos y precisos. Inicialmente la técnica fue validada
para el esperma humano (Davis et al., 1992; Kruger et al., 1993) adaptandose en otras especies
posteriormente (Gravance et al., 1996; Sancho et al., 1998; Iguer-Ouada y Verstegen, 2002). Es
interesante disponer de estos datos morfométricos para intentar mejorar la capacidad
fecundante in vivo de las dosis seminales, puesto que se ha comprobado que la morfometria
anormal de las cabezas espermaticas influye negativamente en la fertilidad de los sementales

bovinos (Gravance et al., 1996).

Estos sistemas se componen de un microscopio que a través de una camara de video
incorporada transmite imdagenes procedentes de extensiones de muestras de esperma
previamente tefiidas, hacia una tarjeta capturadora ubicada en el ordenador. La imagen
microscopica digitalizada es procesada por el software de analisis, informando de forma
individualizada acerca de las caracteristicas morfométricas de los espermatozoides capturados

(Hidalgo et al., 2002).

La eficacia de estos sistemas depende de la estandarizacion en cada especie de una
serie de variables analiticas que intervienen en el analisis, (Davis y Gravance, 1993; Gravance
et al., 1995; Gago et al., 1998; Hidalgo et al., 2002), y que afectan tanto a la preparacion de la
muestra (lavado, fijacion y tincion) y captura de imagenes con microscopio bajo condiciones
adecuadas de iluminacion, como al analisis de las mismas. En el caso de la especie porcina
Hirai et al., (2001), encontraron relaciones significativas entre las dimensiones espermaticas

determinadas por el sistema CASMA vy las tasas de fertilidad.

En un trabajo reciente se estandarizd y desarrollé un nuevo método para evaluar la
morfometria del nucleo espermatico (CASMA-F), basado en la utilizacién de un software libre y

microscopia de fluorescencia (Yaniz et al., 2012). Este método, basado en el estudio del nucleo
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espermatico, principal constituyente de la cabeza del espermatozoide, permite Ia
determinacidon automatica del nicleo espermatico, lo que facilita su uso en el andlisis del
semen de rutina. Las preparaciones de las muestras se basan en el marcaje de ADN con el
Hoechst 33342, un fluorocromo permeable, que permite la tincién de muestras frescas y de
frotis. La tincidn fluorescente del ADN mejora el contraste entre la cabeza del espermatozoide
y el fondo, en comparacién con los métodos de tincidon tradicionales y marca, especificamente,
la cabeza del espermatozoide. Un buen contraste entre la cabeza del espermatozoide y el
fondo permite una seleccidn mas precisa de los limites de la cabeza del espermatozoide, y
facilita la automatizacién. Esta técnica llamada CASMA-F ha sido estandarizada para diversas

especies como por ejemplo el toro, el verraco y el macho cabrio (Vicente Fiel et al., 2013).

Por otro lado, aunque se haya mejorado la objetividad del andlisis, existen factores
externos relacionados con la influencia del medio ambiente o el procesamiento de la muestra,
e internos, como la edad, madurez sexual, |la raza y factores genéticos que pueden influir en
dicho analisis y que han sido revisados recientemente en distintas especies (Yaniz et al., 2015).
Para la especie porcina se han estudiado las diferencias morfométricas entre espermatozoides
de distintas razas de cerdos (Saravia et al., 2007) al igual que se han descrito las posibles
diferencias causadas por la edad y la madurez sexual (Kondracki et al., 2005). También se ha
evaluado en otros casos el efecto de la fijacién, tincion y secado de las muestras (Ball y
Mohammed, 1995) en general y también utilizando el método CASMA-F, siendo en este ultimo
caso menos importante su efecto de lo que se suponia anteriormente (Vicente Fiel et al,
2013a). Debido a ello el método CASMA-F nos permite utilizar la misma tincidon en varias

especies, permitiendo asi la comparacion directa entre ellas (Vicente Fiel et al., 201343, b).

En el analisis morfométrico, los parametros que se suelen medir en la cabeza del
espermatozoide son el drea (A, en um2, como la suma de toda el area de pixeles contenidos
dentro de los limites), el perimetro (P, en um, como la suma de las fronteras exteriores), la
anchura (W) y la longitud (L) (en um, los valores maximo y minimo, respectivamente, de los
didmetros de la nucleo, es decir, la proyeccidn del nucleo del espermatozoide en el eje
horizontal, medido en angulo de rotaciéon de 0, 30, 60, 90, 120 y 150 grados, longitud y
anchura no son necesariamente ortogonales) (Fig.5), que se denominan parametros primarios.
Ademas, con estas cuatro pardmetros obtienen otros cuatro derivados de estos que también
son de interés para este tipo de andlisis: la elipticidad (L / W), grado de circularidad), rugosidad
(4mA/P2), estrias del borde del nicleo espermatico), elongacién ([(L - W) / (L + W)], proporcion
entre la longitud y la anchura, alargamiento), y regularidad (LW / 4A, uniformidad) (Fig.5),

denominados parametros secundarios.
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Figura 5: Parametros morfométricos medidos en este estudio

5.3.4.2.-Evaluaciéon morfométrica del acrosoma

El acrosoma desempefia un papel vital en cuanto a la funcionalidad del
espermatozoide ya que para atravesar la zona pellcida tiene que efectuarse la reaccidon
acrosémica correctamente. Por ello su evaluacion es un proceso muy importante. Liu y Baker
(1988) y Menkveld et al., (1996) demostraron que la morfologia normal del acrosoma se
correlaciona significativamente con la unidn del espermatozoide a la zona pelicida, mientras
que Franken et al.,, (1997) demostraron que existe una fuerte relacion entre la morfologia

espermatica normal y la capacidad de inducir la reaccién acrosémica.

La evaluacién de la morfometria del acrosoma requiere una tincion diferencial de los
espermatozoides, solamente conseguida de manera que permita el andlisis morfométrico en
algunas especies, como la humana y canina. Una técnica de tincién debe causar el menor
cambio a las dimensiones y forma de los espermatozoides; a fin de evaluar de forma fiable las
caracteristicas morfométricas. Los métodos tradicionales tales como el CASMA vy las tinciones
clasicas solo han permitido la evaluacién morfométrica del acrosoma en la especie humana

(Soler et al., 2003; Falzone et al., 2011; Menkveld et al., 2003; Maree et al., 2010; Lampiao et
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al., 2006) y canina (Nufiez-Martinez et al., 2005). En el resto de especies no se consiguié un
contraste suficiente como para estudiar el acrosoma de manera clara, por lo que se tuvieron
que desarrollar nuevos protocolos para solucionar este problema. Esto llevo a que se
desarrollara una nueva metodologia basada en un microscopio de contraste de fases y varios
protocolos de tincidn que permitieron evaluar simultdneamente la cabeza, el nucleo vy el

acrosoma en el morueco (Yaniz et al., 2014).

Este ha sido el primer método capaz de discriminar la morfometria de los
componentes de la cabeza del espermatozoide por separada en mamiferos. Permite un
estudio mds detallado, mds rapido y mas preciso de los diferentes componentes de la cabeza
espermatica, con la ventaja adicional de estar basado en el uso de software libre de cédigo

abierto.
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6.-MATERIAL Y METODOS

6.1.-Reactivos

A menos que se indique lo contrario, todos los productos quimicos utilizados se
obtuvieron de Sigma-Chemical Company (Alcobendas, Madrid, Espaia) y los diluyentes se

prepararon con agua Mili-Q (Milipore Ibérica S.A., Barcelona, Espaiia).
6.2.-Manipulacién del semen

Anterior al analisis de la morfometria se procedid a comprobar el estado de las

muestras para homogeneizarlas.

6.2.1.-Concentracion espermatica

Se incubaron en la estufa a 372C 995 pl de PBS a los que se afiadieron 5 pl de semeny
5 pl de formaldehido para fijar la muestra. Se vertié una gota en una camara Makler (Fig. 1) y
se observd al microscopio a 100X (Olympus BX40, Olympus Optical Co., Ltd., Japdn). Se
tomaron 8 imagenes de campos diferentes utilizando un analizador de esperma asistido por
ordenador (CASA, ISAS ®, Versidon 1.0, PROISER, Valencia, Espaina) (Fig. 2), con el médulo de
concentracion utilizando el objetivo de fases negativo (10/x0,30) anotando la concentracion
resultante. A continuacidon se ajusté la concentracion para obtener 200 millones de
espermatozoides/ml. En la mayoria de los casos para obtener una concentracion de 200

millones de espermatozoides/ml se diluyeron 15 pl de semen en 485 pl de PBS.

Figura 6. CAmara Makler en posicién para su visionado al microscopio.
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Figura 7. Sistema CASA, microscopio éptico conectado a una cdmara que a su vez se controla por un

software de andlisis de imagenes en el ordenador.

6.3.- Jabali

6.3.1.-Recogida y obtencién del semen

Testiculo (vision medial)

Figura 8. Extraccion de semen de jabali
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Los testiculos de jabali llegaron al laboratorio de Produccion Animal donde se procedio

a su posterior limpieza, fotografiado y pesado en la bascula de precision.

Para extraer el semen de los testiculos se realizaba una puncién con una aguja en la

cola del epididimo y se recogia en un eppendorf (Fig. 3).

6.3.2.-Preparacion de las muestras para la evaluacion morfométrica del ndcleo espermatico

Para su andlisis se realizaron cuatro tratamientos distintos que detallaremos a

continuacion.

6.3.2.1 Fresco

Se tomaron en un eppendorf de 1,5 ml, 50 ul de semen de la muestra ya diluida y se le
afiadié 1 ul de Hoechst 33342 (marcador fluorescente con afinidad especifica por el ADN que
permite marcar los espermatozoides de cualquier especie de manera semejante). Esta muestra

se incubd en al estufa durante 20 minutos a 372C.

Posteriormente se afiadieron 5 pul de formaldehido a una concentraciéon de 0,005%,
para inmovilizar los espermatozoides. Por ultimo, se anadieron dos gotas de 5 ul a un

portaobjetos y se tapd con dos cubres para ser observado en el microscopio.

6.3.2.2 Frotis sin fijar

En un portaobjetos se extendia una gota de 5 ul de semen de la muestra dejando secar

como minimo 24 horas. Se realizaron 3 frotis de cada macho.

Posteriormente se prepard una solucién que contenia 20 pl de H342 diluidos en 480 pl
de diluyente TRIS (tampdn bioldgico cuya misidon es mantener el pH de una solucién estable).
Una vez secados los frotis se afiadian dos gotas de esta solucién al porta, cubriendo con un
cubreobjetos, se dejaron incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Una vez transcurrido el tiempo, se retiraron los cubres y se lavaron las muestras primero con

agua y luego con agua destilada. Una vez secas se procedié al fotografiado de imdagenes.

6.3.2.3 Frotis fijados con metanol y glutaraldehido

Se prepararon como minimo 5 frotis procediendo de igual manera que en el apartado

6.3.2.2.
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Una vez secos, se sumergieron durante 3 minutos por un lado los fijados con metanol
en un recipiente que contenia 50% de metanol en PBS, y para los fijados con glutaraldehido en
un recipiente que contenia 2% de glutaraldehido en PBS. Pasado este tiempo se secaron y se
lavaron con agua destilada para parar la accién de los fijadores. Posteriormente se procedio a

su tincién con H342 de la misma manera que en los frotis sin fijar.

6.3.3.- Preparacién de las muestras para la evaluacién morfométrica del acrosoma

Se realizaron un minimo de 5 frotis extendiendo 5 pl de la muestra de semen en un
portaobjetos dejandose secar durante 24 horas como minimo. Posteriormente se fijaron las

muestras con etanol al 96% durante 15 minutos.

A continuacién se prepard una solucion 90 ul de PBS con 10 pl de PSA y 2 pl de ioduro
de propidio, en la que se incubaron las preparaciones durante 10 minutos a temperatura
ambiente resguardadas de la luz. A continuacidn se lavaron las muestras con agua destilada.

Una vez secas se procedid a la captura de imagenes.

6.4.-Verraco

6.4.1.- Recogida y obtencién del semen

Se trabajo con la raza Pietrain. El semen fue extraido mediante el método de recogida
manual y aprovechando solo la fraccién rica de espermatozoides en una Granja Comercial en
Huesca (cercana a Walqga). En todos los casos los machos siguieron una alimentacién estandar

y un manejo regular de extracciones seminales.

Las muestras llegaron refrigeradas al laboratorio de Produccidn Animal y diluidas en un

diluyente comercial.

6.4.2.- Preparacion de las muestras para la evaluacion morfométrica del nucleo espermatico

Se realizaron un minimo de 3 frotis por macho extendiendo 5 pl de la muestra de

semen y dejandose secar durante 24 horas.

Cuando los frotis estuvieron secos, se sumergieron durante 3 minutos en una solucion
de 2% de glutaraldehido en PBS, transcurrido el tiempo se secaron y se lavaron con agua
destilada para detener la accidon del fijador. Posteriormente se prepard una solucidon que

contenia 20 pl de H342 diluidos en 480 ul de diluyente TRIS, afadiéndose dos gotas de esta
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solucidn al porta, cubriendo con un cubreobjetos. Se dejaron incubar durante 20 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Al pasar dicho tiempo se lavaron con agua destilada, se

secaron y se procedié a la captura de imagenes.

6.4.3.- Preparacion de las muestras para la evaluacion morfométrica del acrosoma

En este caso se procedié de la misma manera que para la evaluacién morféometrica del

acrosoma en jabali, detallado en el apartado 6.2.3.

6.5.-Imagen de fluorescencia

En el caso de la captura de imdgenes para la evaluacién morfométrica del nucleo
espermatico, las imagenes digitalizadas de los espermatozoides marcados con fluorescencia se
registraron con una instalacion compuesta de un microscopio de epifluorescencia (DM45008B,
Leica, Alemania), con un objetivo de 63X plan de apocromaticos y los juegos de filtros
apropiados, y se fotografiaron con una camara Canon Eos 400D digital (Fig. 9). La cdmara se
controlaba mediante un ordenador con DSLR Remote Pro software (Sistemas de Breeze). El
tamanfio de los nucleos de los espermatozoides obtenidos por microscopia de epifluorescencia
puede ser alterado mediante la modificacion de la intensidad de fluorescencia. Para evitar esta
variacién, antes de iniciar la captura de las imagenes para cada muestra, se tomaron algunas
fotografias y se procesaron mediante el software Image J libre (versién 1,45e, disponibles en
linea en http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html) para determinar la intensidad de
fluorescencia en la cabeza del espermatozoide. Esta intensidad se ajustd, cuando fue
necesario, modificando el tiempo de exposicidn de la cdmara, pero la intensidad de la ldmpara
se fijo al 17%.

Las imagenes digitalizadas obtenidas eran de 2.493.568 pixeles y 256 niveles de gris. La
resolucidn de la imagen fue de 0,081 m/pixel en los ejes horizontal y vertical. De cada imagen,
las cabezas de los espermatozoides se capturaron automaticamente y se analizaron con el
programa Image J, con un macro creado para este fin. En cada macro quedd definido el
método de valor umbral (Thersholding Methods), los pixeles y valores maximos y minimos a
los que iba va a trabajar. El método de seleccidon para la captura automatica se realizé en base
a la observacion de los bordes de los espermatozoides capturados utilizando el zoom, y
mediante la comparacion de las mediciones morfométricas obtenidas con los distintos macros
creados y la medida realizada manualmente en las mismas imagenes. Después de crear una

macro y un acceso directo, los nucleos fueron capturados pulsado solamente una tecla.
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Figura 9: Microscopio de epifluorescencia (DM4500B, Leica, Alemania), al que va acoplado una camara
Canon Eos 400D digital que se controlaba mediante un ordenador con el programa DSLR Remote Pro

software (Sistemas de Breeze).

Los espermatozoides se mostraron en el monitor con un brillo equivalente para todas
las mediciones. Las cabezas de los espermatozoides que no se superpusieron y los
espermatozoides que no presentaron anomalias fueron los que se consideraron para el
analisis. De cada muestra se capturaron y analizaron 200 cabezas.

En cada espermatozoide se determinaron cuatro pardmetros primarios: el area del
nucleo (A, en um2, como la suma de toda el area de pixeles contenidos dentro de los limites),
el perimetro (P, en um, como la suma de las fronteras exteriores), longitud (L) y anchura (W)
(en um, los valores maximo y minimo, respectivamente, de los didmetros de la nucleo, es
decir, la proyeccién del nucleo del espermatozoide en el eje horizontal, medido en angulo de
rotacion de 0, 30, 60, 90, 120 y 150 grados, longitud y anchura no son necesariamente

ortogonales) y cuatro parametros derivados de la forma de la cabeza, que denominaremos
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parametros secundarios: elipticidad (L/W), rugosidad (4mA/P2), elongacion ((L - W)/(L + W)) y
regularidad (mLW/4A).

En el caso de la evaluacién morfométrica del acrosoma, el equipo utilizado fue el
mismo que el descrito para la morfometria del nucleo espermadtico. Se analizaron en el
programa Image J 200-espermatozoides, tomando para el mismo espermatozoide las medidas
para el acrosoma, el nucleo espermatico y el acrosoma + nucleo espermatico (cabeza), de los

pardmetros primarios y secundarios, descritos anteriormente.

6.6.- Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico SPSS, version
15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). El nivel de significacién estadistica se fijé en P <0,05.
Todos los valores se expresaron como media * error tipico de la media.

La normalidad de las distribuciones y la homogeneidad de las varianzas de los valores
medios para cada prueba fueron verificadas por la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Como
todos los datos siguieron distribucidn normal, se utilizaron pruebas paramétricas para su
analisis. En todos los casos, las diferencias en los pardmetros morfométricos del nucleo del
espermatozoide fueron examinadas a través del andlisis de varianza (ANOVA) mediante

modelos lineales generalizados. Para las comparaciones multiples se realizé el test de Tukey.
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7-RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo, se ha realizado una comparacién de la morfometria espermatica en
cerdo doméstico y jabali por primera vez. Esta comparacién fue posible gracias a un método
previamente desarrollado (Yaniz et al, 2012; Yaniz et al, 2014) basado en la tincidon
fluorescente (CASMA-F). El andlisis de imagen con el programa IMAGE-J permitid una

adecuada seleccion automatica de los nucleos espermaticos (Figura 10).

Figura 10. Nucleos espermaticos capturados con el software IMAGE J.

7.1-Andlisis morfométrico del nucleo espermatico.

En este apartado se compararon los parametros primarios y secundarios del nucleo
espermatico en las diferentes fases del procesado de las muestras en jabali. En la especie
porcina no se realizd este andlisis porque ya se describiéd en un trabajo previo del grupo. Se
compararon también los parametros obtenidos para las 2 especies estudiadas (Unicamente

muestras provenientes de frotis fijados con glutaraldehido).

7.1.1-Efecto del procesado sobre la morfometria del ndcleo en jabali.

Hemos evaluado el efecto de los distintos procesados en la morfometria nuclear
espermatica en jabali. Generalmente se asume que secado y fijacién reducen las dimensiones
del espermatozoide, aunque sélo unos pocos estudios han evaluado este aspecto (Yaniz et al,,

2015).

El secado de los frotis tuvo muy poco efecto sobre los pardmetros morfométricos
primarios (Tabla 2), mientras que las fijaciones con glutaraldehido y metanol si que tuvieron

efecto, obteniendo valores significativamente menores para todos los parametros

28



Resultados y discusidn

morfométricos primarios, siendo los valores obtenidos de la fijacion con glutaraldehido los

mas pequeiios en todos los parametros morfométricos primarios.

Tabla 2. Efecto del procesado sobre los parametros primarios de la morfometria nuclear espermatica.

TRATAMIENTO AREA (um?)  PERIMETRO(um)  LONGITUD(um)  ANCHURA (um)

DRY 29,008+0,032¢ 22,409+0,014° 8,418+0,005° 4,230+0,003¢
FRESCO 29,013+0,032° 22,558+0,012°¢ 8,420+0,005° 4,226+0,003¢
GLUT 28,505+0,025% 22,215+0,009° 8,363+0,004° 4,168+0,002°
MET 28,679+0,026° 22,251+0,010° 8,377+0,004° 4,190+0,002°

Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamiento (P<0,05)

En resumen, el secado al aire apenas tuvo efecto sobre los parametros morfométricos,
al igual que se observd en los cerdos en un trabajo previo (Vicente-Fiel et al., 2013). Esta
peculiaridad podria asociarse al alto grado de condensacidn de la cromatina en estas especies
(Enciso et al., 2011). La posterior fijacion de los frotis seminales produjo una disminucién de
todos los parametros, algo mas marcada cuando se tifieron con glutaraldehido que con
metanol. En estudios previos, la fijacidn produjo un efecto variable segun la especie, aunque
en ningun caso se observé una disminucion del tamafio nuclear comparado con el frotis seco
(Vicente-Fiel et al., 2013). El proceso de fijacidn incluye la exposicion de los espermatozoides
en un medio liquido, donde el esperma es rehidratado. En algunos casos, el fijador puede
ayudar a conseguir el mejor mantenimiento de dimensiones de espermatozoide después del
segundo secado (Yaniz et al., 2012), aunque en el jabali no hemos observado este fendmeno.
En estudios previos de otros autores el secado y la fijacion provocéd una reduccidn en el
tamafio de la cabeza del espermatozoide de aproximadamente 20% de longitud y de 13% de
anchura en caballos (Ball and Mohammed, 1995) y de un 14% en longitud, 16% en anchura,
15% en perimetro y en el 30% del drea en hombres (Katz et al., 1986). Esta reduccion fue
sustancialmente mas alta que la observada en el presente estudio. Sin embargo, los resultados
del presente estudio se sitlan en un rango préximo a los obtenidos previamente en varias
especies usando métodos similares (Yaniz et al, 2012; Vicente-Fiel et al., 2013). Esta

discrepancia podria atribuirse a la utilizacién de diferentes métodos y al hecho de que la
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reduccion del tamafio del nucleo del espermatozoide puede ser menor que la de la cabeza del

espermatozoide en su conjunto.

7.1.2-Comparacion de la morfometria nuclear entre especies

Se compard la morfometria nuclear del espermatozoide del cerdo y jabali en muestras
fijadas con glutaraldehido, que se consideré como el tratamiento de referencia por haberse
estandarizado en trabajos previos en diversas especies (Yaniz et al., 2012; Vicente-Fiel et al.,

2013).

7.1.2.1.-Parametros primarios

En lo que respecta a los parametros primarios (Tabla 3), el jabali obtuvo mayores
valores para todos los pardmetros. La diferencia en el drea del nicleo espermatico fue muy
significativa. En el pardmetro longitud se observé una gran diferencia, lo que indica que el
nucleo espermatico del jabali es mas eliptico y elongado que en el caso del verraco (Tablas 3-

a).

Tabla 3. Comparacién de los pardmetros primarios entre especies. Muestras fijadas con glutaraldehido.

ESPECIE AREA (pm?) PERIMETRO (um)  LONGITUD(um)  ANCHURA(pm)
JABALI 28,505+0,025° 22,215+0,009° 8,363+0,004° 4,168+0,002°
VERRACO 27,745+0,023° 21,786+0,009° 8,247+0,0042 4,148+0,002?

Letras distintas indican diferencias significativas entre especies (P<0,05).

7.1.2.2.-Parametros secundarios

Las diferencias observadas entre especies fueron significativas para todos los
pardmetros, presentando el jabali un nucleo mas eliptico y elongado, debido a una longitud

significativamente mayor, como se ha explicado en el apartado anterior (Tabla 4).
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Tabla 4. Comparacién de los pardmetros secundarios entre especies. Muestras fijadas con
glutaraldehido.

ESPECIE ELIPTICIDAD RUGOSIDAD ELONGACION REGULARIDAD
JABALI 2,010£0,001° 0,725+0,000° 0,33410,000° 0,961+0,000°
VERRACO 1,992+0,001° 0,734+0,000° 0,330+0,000° 0,968+0,000°

Letras distintas indican diferencias significativas entre especies (P<0,05)

El rango de valores de las dimensiones nucleares espermaticas en el cerdo en el
presente estudio fueron conformes a las descritas en un trabajo previo (Vicente-Fiel et al.,
2013). Si comparamos estos valores con lo obtenidos por otros autores para el conjunto de la
cabeza, observamos similitudes y discrepancias dependiendo de los trabajos y el método
empleado (Yaniz et al., 2015). Estos resultados no fueron sorprendentes, ya que trabajos
previos han demostrado que la variacién en el procesamiento de semen de sélo una variable
(por ejemplo, la fijacion o tincidén) causd importantes diferencias en los resultados
morfométricos de la cabeza espermdtica. Légicamente van a aparecer diferencias cuando
todos los procedimientos, incluyendo la tincion fluorescente en lugar de tincidn tradicional y el

software utilizado, son diferentes (Vicente-Fiel et al., 2013).

7.1.3-Comparacion de la morfometria nuclear entre machos

Se obtuvieron diferencias significativas entre machos dentro de una misma especie
para todos los pardmetros primarios, que presentaron una gran dispersidon entre individuos
(Fig.11-18). En general, el jabali presenté una menor dispersion que el verraco en los

pardmetros morfométricos analizados.
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Figura 11. Valores de area nuclear espermética (en um?) en los 35 jabalies estudiados.
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Figura 12. Valores de drea nuclear espermdtica (en pm?) en los 35 verracos estudiados.
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Figura 13. Valores de perimetro nuclear espermatico (en um) en los 35 jabalies estudiados.
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Figura 14. Valores de perimetro nuclear espermatico (en um) en los 35 verracos estudiados.

33



Resultados y discusidn

9,5

8,5

(o]
I

7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

7 -
1 3 5

Figura 15. Valores de longitud nuclear espermatica (en um) en los 35 jabalies estudiados.
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Figura 16. Valores de longitud nuclear espermatica (en um) en los 35 verracos estudiados.
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Figura 17. Valores de anchura nuclear espermatica (en um) en los 35 jabalies estudiados.
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Figura 18. Valores de anchura nuclear espermatica (en um) en los 35 verracos estudiados.
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7.2-Analisis morfométrico del acrosoma, nucleo y cabeza espermaticos.

En este trabajo se ha realizado también por primera vez una descripcién y
comparaciéon morfométrica de la cabeza del espermatozoide, nuclear y acrosémica entre el
cerdo y jabali. Los métodos clasicos de tincidn y CASMA sdlo han permitido la evaluacién de la
morfometria acrosdmica en algunas especies, como humanos (Soler et al., 2003; Falzone et al.,
2011) y perros (Nunez-Martinez et al., 2005), pero no en especies artiodactilos. Esto es debido
a que la mayoria de estas técnicas de procesamiento de todas las partes del espermatozoide,
el fondo y algunos componentes intercelulares. Esta tincidn inespecifica dificulta el estudio
separado de los componentes del espermatozoide. Para evitar esta dificultad, recientemente
se aplicd el método de CASMA-F, con los fluorocromos de PI/PSA, en el morueco, lo que
permite una evaluacion precisa de esperma morfometria cabeza, nicleo y acrosoma (Yaniz et
al., 2014). En este estudio, el método ha sido adaptado para cerdo y jabali, permitiendo la

comparacién entre especies.

En el presente apartado se detallan los resultados obtenidos del andlisis morfométrico
del acrosoma, nucleo y cabeza espermaticos, haciendo hincapié en las diferencias observadas

entre especies.

7.2.1-Andlisis morfométrico del acrosoma

En lo que respecta al analisis morfométrico del acrosoma, sélo se tuvieron en cuenta
los parametros de drea, el porcentaje del area de la cabeza del espermatozoide que ocupa el
acrosoma y el perimetro. Para el area del acrosoma fue el verraco el que obtuvo mayor valor
(Tabla 5), por contra, en el caso de la longitud del acrosoma resulté ser mayor en el jabali,
aunque en este caso las diferencias no fueron significativas. El porcentaje de area de la cabeza

gue ocupa el acrosoma fue mayor en el caso del verraco.

7.2.2- Andlisis morfométrico del nucleo

En este estudio el nucleo del jabali obtuvo mayor valor para el area (Tabla 5), sin
embargo las diferencias entre especies fueron menores que en el apartado 7.1.1. En este caso,
el jabali también presentd mayor valor para la longitud, aunque en esta ocasion fue
acompafiada de una mayor anchura, lo que hace que en este estudio el nucleo espermatico
del verraco sea mas eliptico y elongado. En cuanto a los pardmetros de contorno, fue el nicleo

del verraco el mas rugoso e irregular.
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7.2.3- Analisis morfométrico de la cabeza espermatica

En el caso de la cabeza del espermatozoide no se encontraron diferencias significativas

en el drea, longitud y anchura (Tabla 5). El perimetro si obtuvo diferencias significativas, siendo

mayor en la cabeza espermatica del verraco. En cuanto a los parametros secundarios, la

cabeza espermatica del jabali resulté ser mas rugosa.

Tabla 5. Parametros primarios segln especie y medida.

ESPECIE MEDIDA AREA %AREA Cabeza PERIMETRO LONGITUD  ANCHURA
(um?) (um) (um) (um)
JABALI Acrosoma  23,086+0,030°  61,338+0,071®  24,704+0,022° - -
VERRACO Acrosoma 24,712+0,028°  65,911+0,082°  24,650+0,019° - -
JABALI Nucleo 27,934+0,030° - 22,278+0,147* 8,344+0,005* 4,256+0,003?
VERRACO  Nicleo  27,515+0,029° - 21,7650,013°  8,169+0,005° 4,149+0,003°
JABALI Cabeza 37,663+0,029° - 27,384+0,025* 9,862+0,009° 5,243+0,003?
VERRACO Cabeza 37,612+0,030° - 27,984+0,026° 9,857+0,011° 5,242+0,004
Letras distintas indican diferencias significativas entre especies (P<0,05)
Tabla 6. Parametros secundarios segun especie y medida.
ESPECIE MEDIDA ELIPTICIDAD RUGOSIDAD ELONGACION REGULARIDAD
JABALI Acrosoma = 5 - -
VERRACO Acrosoma - - - -
JABALI Nucleo 1,966+0,001* 0,709+0,000°  0,324+0,000° 1,00210,001°
VERRACO Nucleo 1,976+0,001° 0,730+0,000°  0,326+0,000° 0,969+0,000°
JABALI Cabeza 1,885+0,001* 0,639+0,001®  0,304+0,000° 1,07840,001°
VERRACO Cabeza 1,883+0,001° 0,612+0,001°  0,304+0,000? 1,081+0,001*

Letras distintas indican diferencias significativas entre especies (P<0,05)
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El rango de valores de las dimensiones espermaticas en el cerdo en el presente estudio
fueron conformes a las descritas en un trabajo previo (Vicente-Fiel et al, 2013). Si
comparamos estos valores con lo obtenidos por otros autores, observamos similitudes vy
discrepancias dependiendo de los trabajos y el método empleado (Yaniz et al., 2015). Estos
resultados no fueron sorprendentes, ya que trabajos previos han demostrado que la variaciéon
en el procesamiento de semen de sélo una variable (por ejemplo, la fijacién o tincion) causé
importantes diferencias en los resultados morfométricos de la cabeza espermatica.
Légicamente, las diferencias son esperables cuando todos los procedimientos, incluyendo la
tincion fluorescente en lugar de tincion tradicional y el software utilizado, son diferentes

(Vicente-Fiel et al., 2013).

7.2.4-Comparacion del area del acrosoma, nucleo y cabeza espermdticos entre machos

Las diferencias entre machos fueron significativas en todos los casos. Se observé una
gran dispersion de resultados para el acrosoma, nucleo y cabeza espermaticos (Fig. 15-20). Por

norma general fue el verraco el que presentéd menor dispersién de resultados.
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Figura 19. Valores de drea acrosémica espermatica (en um?) en los 35 jabalies estudiados.
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Figura 20. Valores de drea acrosémica espermatica (en um?) en los 35 verracos estudiados.
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Figura 21. Valores de area nuclear espermatica (en pm?) en los 35 jabalies estudiados.
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Figura 22. Valores de drea nuclear espermética (en um?) en los 35 verracos estudiados.
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Figura 23. Valores de area de cabeza espermatica (en um

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

7

2) en los 35 verracos estudiados.

Figura 24. Valores de area de cabeza espermatica (en um
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8.-CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente Trabajo Fin de Grado, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1.

El método CASMA-F permite evaluar la morfometria de la cabeza, nucleo y
acrosoma espermaticos de jabali y verraco, permitiendo la comparacién entre
estas dos especies.

Comparando las diferentes fases del procesado de las muestras, se puede afirmar
que la fijacién con glutaraldehido o metanol reduce las dimensiones de los
parametros primarios en jabali.

El secado de los frotis no tuvo efecto sobre las dimensiones morfométricas en
jabali.

A pesar de ser dos especies evolutivamente prdximas, el acrosoma del verraco
obtuvo mayores dimensiones que en el jabali, mientras que el nlcleo espermatico
la relacién fue inversa. No se observaron diferencias significativas para las

dimensiones de la cabeza.
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