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RESUMEN

En este trabajo se analizan las relaciones
existentes entre las variables de movilidad
espermatica en eyaculados de moruecos de raza
fle de France a lo largo de un afio, obtenidas
mediante analisis subjetivo y por el sistema
informatizado ISAS® (Integrated Semen Analysis
System). Los resultados muestran una fuerte
asociacion entre parametros del mismo tipo, sien-
do el coeficiente de correlacion r>0,80 (p<0,01)
cuando la relaciéon se produce entre velocidad
rectilinea (VSL) y velocidad media (VAP), entre el
porcentaje de espermatozoides estaticos (EST) y
réapidos (RAP) y entre movilidad masal (MM) y
movilidad individual (MI). Las asociaciones que
aparecen entre grupos de distinta clase (velocida-
des vs. variables expresadas en porcentaje) son
moderadas o bajas en el caso de que existan; sin
embargo también son elevadas las que aparecen
entre el indice de linealidad (LIN) y la amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) (r=
-0,866, p<0,01) y entre My RAP (r=0,799, p<0,01).
A la vista de los resultados se puede decir que
existe concordancia entre los parametros deter-
minados de manera subjetiva y los aportados por
el sistema informatizado CASA, siendo MI el
parametro subjetivo que mejor explica las varia-
bles obtenidas por ISAS®.

SUMMARY

The present study examines the existing
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relationships among sperm motility variables in
ejaculates from lle de France rams throughout a
year, obtained by means of both subjective analysis
and computer-assisted system ISAS® (Integrated
Semen Analysis System). The results show a
strong association among parameters of the same
kind, being the correlation coefficient r>0.80
(p<0.01) when the relationship occurs between
linear velocity (VSL) and average path velocity
(VAP), between porcentage of inmovil sperma-
tozoa (EST) and rapid espermatozoa (RAP), and
between masal motility (MM) and individual motitity
(MI). The relationships among groups of a different
kind (velocities vs. variables expressed as
percentages) are moderate or low, when existent;
however, those between lineatity (LIN) and lateral
head displacement (ALH) (r=-0.866, p<0.01) and
between Ml and RAP (r= 0.799, p<0.01) are high.
In view of the results, it may be stated that there
exists a concordance between the parameters
subjectively established and those provided by
computer-assisted system CASA, being MI the
subjective parameter that best explains the varia-
bles obtained by ISAS®.

INTRODUCCION

Las técnicas analiticas convencionales
para la realizacion de un espermiograma
estan sujetas a un cierto grado de impreci-
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siéon. Entre otras circunstancias que de-
terminan la inconsistenciay la escasa capa-
cidad de prediccion de la fecundidad de un
morueco estan la falta de objetividad y
repetibilidad de las pruebas, lanecesidad de
técnicos experimentados, el reducido nu-
mero de espermatozoides analizados por
muestray la falta de criterios universales de
analisis laboratoriales. Para evitar en la
medida de lo posible estos inconvenientes
se introducen, a finales de los anos 70,
sistemas asistidos por ordenador disena-
dos para analizar las trayectorias de los
espermatozoides moviles, denominados
genéricamente CASA (Computer Assisted
Sperm Analysis) (Amann y Katz, 2004).
Unadelas dificultades del manejo de los
mencionados sistemas informatizados es-
triba en que los usuarios deben conocer la
importancia de la estandarizaciony del con-
trol de calidad. Debe existir un entrenamien-
to previo en el manejo del equipo, y ademas
ese entrenamiento debe comprender la ma-
nipulaciéon de la muestra (ESHRE, 1998;
Verstegenetal.,2002). En principio hay que
saber que los equipos difieren ampliamente
entre ellos; varia su 6ptica, los aumentos, el
contraste, la iluminacién, el software y
algoritmos utilizados para reconstruir las
trayectorias espermaticas, etc. A su vez, el
tipo de movimiento de cada espermatozoide
es diferente, de aqui que laaplicacién de un
mismo algoritmo a todos ellos hace sobres-
timar o infravalorar la trayectoria, produ-
ciendo errores en el calculo de los parametros
de movilidad y, consecuentemente, en los
indices que dependen de éstos. Asi, de la
dificultad de estandarizacion, y por consi-
guiente de comparaciéon de los resultados
obtenidos mediante un sistema CASA, dan
ejemplo las diversas condiciones en las que
se han desarrollado los trabajos consulta-
dos en distintas especies animales y en el
hombre (Davisy Katz,1992; Tulietal., 1992;
Mortimer, 1997; Farelletal., 1998; De Geyter
etal., 1998; Abaigaretal., 1999; Sanchez-
Partida et al., 1999; Hirai et al., 2001;
Wijchmanetal.,2001).

Con este trabajo se pretende realizar un
estudio de las relaciones entre las variables
de movilidad de los espermatozoides del
eyaculado del morueco deraza Ilede France,
utilizando tanto la analitica convencional
como los actuales sistemas informatizados
de andlisis de imagen. Todo ello a fin de
valorar la posibilidad del uso de dichos
sistemas para evaluar de forma rapida y
estandarizada la calidad de los eyaculados
en las condiciones rutinarias de trabajo de
los centros de inseminacidn ovina.

MATERIALY METODOS

Este trabajo se ha realizado en las insta-
laciones del Centro de Seleccion y Repro-
duccion Animal (CENSYRA) dependiente
de la Junta de Extremadura, situadas en el
término municipal de Badajoz. La zona se
localiza entre las coordenadas geograficas
38°53” de latitud Norte y 6° 58’ de longitud
Oeste conunaaltitud de 186 m sobre el nivel
delmar.

Se han utilizado nueve moruecos de raza
fle de France (edad: de 4 a 9 afios; peso vivo
medio: 121 kg) que participan de manera
habitual en un programa de inseminacion
artificial ovina. Los animales ingresaron en
el centro de inseminacion, aproximadamen-
te alos 10-12 meses de edad, una vez efec-
tuada la seleccion por la Asociacion de
Criadores de Ovinos Precoces de Espana
(AECOP, 2006). A su llegada a las instala-
ciones fueron sometidos a un periodo de
cuarentena, pasado el cual, y como descri-
ben Aguado etal. (1995), se familiarizaron
con lasala derecogida. El comportamiento
de los animales es el determinante del éxito
del entrenamiento y de la duracion del mis-
mo (Alvarez—C()rdoba etal., 1999). Unavez
adaptados a la vagina artificial se les some-
tid aunritmo de extraccion de unarecogida
semanal de dos eyaculados distanciados
unos 15-30 minutos. Finalmente, para larea-
lizacion de este trabajo se han tomado mues-
tras seminales del primer eyaculado de cada
animal obtenidas a lo largo del afio 2006,
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salvo el mes de agosto por motivos de
organizacion del personal.

El analisis de la movilidad seminal me-
diante la valoracion subjetiva se realiz6 siem-
pre antes de los 10 minutos posteriores a la
recogida de semen, estimando las variables
espermaticas de movilidad masal (MM),
movilidad individual (MI) o proporcién de
espermatozoides moéviles, y calidad de mo-
vimiento (CM); todo ello siguiendo los pro-
tocolos de analisis laboratorial estan-
darizados paralaespecie ovina (Colasetal.,
1980; Evans y Maxwell, 1987; Baril et al.,
1993).

Elanalisis informatizado se realizo utili-
zando el software del sistema Integrated
Semen Analysis System, también denomina-
do ISAS® (Proiser R+D S.L., Valencia). Una
vez terminada la recogida de semen de to-
dos los moruecos y realizada la toma de
datos del analisis subjetivo de la movilidad
de cada muestra seminal, el conjunto de las
muestras diluidas fueron analizadas sin
sobrepasar una hora desde la obtencién de
los eyaculados. Deladilucionrealizada para
el analisis subjetivo de la movilidad indivi-
dual se tomo6 una alicuota de 5 pl que se
depositd entre cubre y porta, previamente
dejando reposar la muestra durante un mi-
nuto (tiempo suficiente para que desaparez-
caelmovimiento de oleaje) (Tulietal., 1992)
para posteriormente colocar la preparacion
sobre la platina del microscopio y proceder
alacaptura de las imagenes. La generacion
deimagenes serealizo a través de una cama-
ra de video digital Basler A302fs con un
ocular fotografico interpuesto de 3,3x co-
nectado a un microscopio (Nikon Eclipse
50i).

Los analisis de movilidad se realizaron a
partir de capturas de 4 campos diferentes de
dos preparaciones de cada muestra, utili-
zando un objetivo de 10x (contraste de fase
negativo) hasta capturar un minimo de 300
espermatozoides por analisis. La trayecto-
ria de cada espermatozoide fue detectada
automaticamente por el software del siste-
ma y posteriormente se visualizo la graba-

cion del conjunto de las trayectorias anali-
zadas; cuando éstas parecian erroneas se
procedié a comprobar las trayectorias indi-
viduales de los espermatozoides implica-
dos y aquellos espermatozoides que no se
trataron correctamente fueron eliminados
del estudio.

Los parametros cinéticos calculados a
partir de las imagenes tomadas de cada
célulahansido los siguientes: VCL, veloci-
dad curvilinea (pm/s); VSL, velocidad
rectilinea (um/s); VAP, velocidad media (pm/
s); LIN, indice de linealidad (VSL/VCL, %);
SRT, indice derectitud (VSL/VAP, %); WOB,
indice de oscilacion (VAP/VCL, %); ALH,
amplitud del desplazamiento lateral de la
cabeza (um) y BCF, Frecuencia de cruces
(Hz) (Mortimer, 1997; Alvarez Lled6, 2003).
A suvez se configurd el sistema de captura
que permitié obtener distintas categorias
descriptivas de la movilidad mediante los
parametros relacionados a continuacion:

-espermatozoides méviles: VCL>20pum/s
(Tulietal., 1992; Farrelletal., 1998; Marco-
Jiménezetal.,2005);

- espermatozoides considerados lentos
(LEN): VCL<45umy/s;

- espermatozoides considerados medios
(MED): VCL entre 45y 75um/s;

- espermatozoides considerados rapi-
dos(RAP): VCL>75um/s;

-indice derectitud STR: igual o superior
al 80%, siendo el valor utilizado para definir
los espermatozoides que son considerados
progresivos (PRO).

Asi el porcentaje de espermatozoides
estaticos (EST) viene definido por el con-
junto de espermatozoides que no alcanzan
las 20 pm/s de VCL; el porcentajede LEN, de
MED y de RAP es el que incluye a los
espermatozoides cuya VCL viene marcada
por el punto de corte indicado anteriormen-
te en el set up. El porcentaje de PRO repre-
senta a los que poseen un indice STR por lo
menos igual al 80%, sean lentos medios o
rapidos. Esto hace que cada eyaculado esté
caracterizado por valores de movimiento
conjunto (EST, LEN, etc.) y parametros ciné-
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ticos individualizados de cada espermato-
zoide (VCL, VAP, LIN, etc.).

Para el analisis estadistico de los resul-
tados se ha trabajado con los datos de 384
eyaculados de 9 moruecos que han propor-
cionado 176 692 espermatozoides. Una vez
obtenidos los valores de las variables de
movilidad proporcionados por el sistema
ISAS®, junto con los datos de movilidad
subjetiva (MM, MIy CM), estos se archiva-
ron en las correspondientes tablas de
Microsoft Office Excel® (Microsoft Corpo-
ration, Redmond, WA, USA) para su poste-
rior estudio mediante el programa estadisti-
co SPSS 15.0. Dicho analisis estadistico
consistio en el estudio de la correlacion
entre las variables espermaticas, determi-
nando los diferentes coeficientes de corre-
lacién lineal de Pearson junto con los valo-
res de significacion correspondientes se-
gun el test de correlacion, con el fin de
comprobar si el grado de asociacion lineal
resultaba estadisticamente significativo. El
coeficiente de correlacion de Pearson con
valores proximos a 1 indica una fuerte aso-
ciacion lineal positiva, es deciramedida que
aumentan los valores de una de las varia-
bles aumentan los de la otra. Los valores
proximos a -1 indican lo contrario, una fuer-
te asociacion negativa, por lo que a medida
que aumentan los valores de una variable,

disminuyen los de la otra. Por ultimo los
valores proximos a 0, indican que no existe
asociacion lineal. A suvezse haaplicadoun
analisis de componentes principales al gru-
po de variables subjetivas y un analisis de
correlacion candnica entre el grupo de va-
riables subjetivas y el de descriptores de
movilidad (Milton, 2001).

RESULTADOSY DISCUSION

Segun la matriz de correlacion lineal,
resultado del analisis realizado a los valores
medios de los pardmetros cinéticos semi-
nales proporcionados por el sistema
informatizado ISAS® (tabla 1), podemos
constatar la consonancia entre los resulta-
dos de nuestro trabajo y los datos aporta-
dos que aparecen en la bibliografia consul-
tada. De esta manera, el coeficiente de co-
rrelacion entre las velocidades (VCL, VAPy
VSL) es alto y positivo (rde 0,748 2 0,961,
p<0,01), al igual que la asociacidn entre los
indices (LIN, STR y WOB) dada su formula-
cion y origen a partir de las anteriores (r de
0,458a0,821,p<0,01) (Budworthetal., 1988;
Sanchez-Partida et al., 1999; Wijchman et
al.,2001; Alvarez Lled6,2003). Entre BCF
y ALH la correlacién es directa, al incre-
mentarse la frecuencia de batida también
aumenta la amplitud del desplazamiento la-
teral (r=0,675, p<0,01); este resultado con-

Tabla I. Correlaciones estadisticas entre los parametros cinéticos de los espermatozoides
del eyaculado de moruecos lle de France proporcionados por ISAS®. (Statistic correlations
among the ISAS® obtained kinematics parameters of spermatozoa in ejaculates of lle de France rams).

VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH
VSL 0,748**
VAP 0,876** 0,961**
LIN -0,183** 0,511** 0,292**
STR -0,429** 0,183** -0,093 0,821**
WOB 0,004 0,494** 0,377** 0,743** 0,458**
ALH 0,381** -0,251** -0,080 -0,866** -0,640%* -0,657**
BCF 0,170* -0,187** -0,142** -0,523** -0,192** -0,494** 0,675**

*p<0,05, **p<0,01. Los valores indican el coeficiente de correlacién de Pearson.
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trasta con lo expuesto por Wijchman et al.
(2001) quienes encuentran una relacion in-
versa, y con las investigaciones de Alvarez
Lledo6 (2003) para quién esta asociacion
es inexistente.

En general esta relacion es menor o no
existe cuando se da entre variables de los
distintos grupos (velocidades vs. indices) y
en algunos casos es de signo negativo. Hay
que destacar la producida entre ALH con
LIN, STR y WOB que es alta o moderada e
inversa, indicando que cuanto mayor es el
desplazamiento lateral de la cabeza, menos
progresivos y lineales son los esperma-
tpzoides (Sanchez-Partida et al., 1999;
Alvarez Lled6,2003).

Sucede lo mismo, pero en menor medida,
cuando esa asociacion se da con BCF; sin
embargo para Budworth et al. (1988), la
correlacion con LIN es positiva (r= 0,47,
p<0,05) y no es significante segun Alvarez
Lledo (2003). Se podria decir que aquellos
espermatozoides mas rapidos, si se contem-
pla exclusivamente VCL, son también los
mas vigorosos, pero no serian muy progre-
sivos ni lineales.

Las relaciones existentes entre veloci-
dades y las variables que se expresan en
porcentajes, tanto de movilidad subjetiva
(MM, MIy CM) (tabla 1V) como las obteni-

Tabla Il. Correlaciones estadisticas entre
los parametros de movilidad global de los
espermatozoides del eyaculado de moruecos
lle de France proporcionados por ISAS®.
(Statistic correlations among the ISAS® obtained
global motility parameters of spermatozoa in
ejaculates of lle de France rams).

EST LEN MED PRO
LEN 0,124*
MED 0,245**  0,382**
PRO  -0,740** -0,411** -0,316**
RAP  -0,962** -0,351** -0,444** 0,790**

*p<0,05; **p<0,01. Los valores indican el coefi-
ciente de correlacion de Pearson.

das mediante el sistema ISAS®(PROy RAP)
(tabla I11) son directas, moderadas o bajas
(Sanchez-Partidaetal., 1999; Wijchman et
al.,2001; Alvarez Lledo, 2003). Esto sugiere
que la valoracion subjetiva se ve influida
por la apreciacion de la velocidad esper-
matica (Davis y Katz, 1992), y confirma la
asociacion entre la valoracion subjetiva y
los porcentajes conseguidos utilizando sis-
temas computerizados. A la vista de dichos
resultados se puede decir que hay coinci-
denciaconlo encontrado en labibliografia,
ya que para Alvarez Lled6 (2003) en semen
humano, y para Tuli et al. (1992) en semen
fresco y congelado de vacuno, porcino y
caprino, existe una correlacion directa y
elevada entre los valores obtenidos sub-
jetivamente y los aportados por sistemas
informatizados. Similarmente, Rijsselaere et
al. (2005) en una revision sobre las nuevas
técnicas de analisis de la calidad del semen
canino también inciden en esta asociacion.
A suvez,laasociacionentre LEN, MED y las
velocidades es inversa y algo mas elevada,
(desde r=-0,348 para LEN y VCL, a r=
-0,529 para MED y VAP, p<0,01) lo que
sugeriria que al aumentar el nimero de
espermatozoides de mala calidad disminui-
rialavelocidad del conjunto del eyaculado.
Para Sanchez-Partida et al. (1999) también
hay una asociacion negativa entre el por-
centaje de espermatozoides de velocidad
moderada y las velocidades (VCL, VAP y
VSL). Se debe destacar que el incremento de
estaticos se relaciona con una bajada de las
velocidades, y que el porcentaje de progre-
sivos lo hace de manera directa con todos
los indices de linealidad (LIN, STRy WOB)
y de manera inversa con ALH y BCF.

Si las variables son las aportadas por el
sistema ISAS® (EST, LEN, MED, RAP y
PRO) (tablall), el sentido de laasociaciony
su intensidad es tal que al aumentar el nu-
mero de espermatozoides estaticos dismi-
nuyen los rapidos y progresivos. Esto mis-
mo sucede, pero en menor grado, cuando la
relacion se da entre las dos Gltimas catego-
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rias con LEN y MED (Sanchez-Partida et
al., 1999).

Por otro lado las variables subjetivas
estan relacionadas positivamente entre si,
reflejando una gran asociacion, sobre todo
entre MM y MI (r=0,836,p<0,01), ademas,
el analisis de componentes principales re-
vela que cualquiera de las dos puede servir
paraexplicar casiel 80% de la variabilidad de
los tres parametros subjetivos. La correla-
cion de ambas con CM es de indole menor
(r=0,623 yr=0,646 para MM y Ml respecti-
vamente, p<0,01), quizas por la mayor difi-
cultad de objetivar la valoracidon de ésta
ultima.

Cuando se estudia el grado de asocia-
cion entre los parametros de movilidad
seminal obtenidos por ambos métodos de
analisis, subjetivo e informatizado (tabla
1V), se encuentra una relacion directa entre
MM, Ml y CM con el porcentaje de PRO y
RAP, sobre todo con las dos primeras, exis-
tiendo una correlacion positiva altamente
significativa entre MI y RAP (r= 0,799,
p<0,01).Sibienestarelacién es inversasise
considera el porcentaje de espermatozoides

Tabla I11. Correlaciones estadisticas entre
los parametros de movilidad global y cinética
individual de los espermatozoides del
eyaculado de moruecos lle de France pro-
porcionados por ISAS®. (Statistic correlations
among the ISAS® obtained parameters global
motility and individual kinetics of spermatozoa in
ejaculates of lle de France rams).

EST LEN MED PRO RAP

VCL -0,346** -0,348** -0,451** 0,104* 0,447**
VSL -0,182** -0,513** -0,517** 0,271** 0,336**
VAP -0,294** -0,465** -0,529** 0,301** 0,431**
LIN  0,180** -0,330** -0,188** 0,413** -0,073
STR 0,400** -0,212** 0,020 0,271**-0,326**
WOB 0,009 -0,254**-0,251* 0,337** 0,075
ALH -0,174** 0,146** 0,048 -0,266** 0,123*
BCF 0,022 0,032 0,165* -0,168** -0,052

*p<0,05; **p<0,01. Los valores indican el coefi-
ciente de correlacion de Pearson.

Tabla V. Correlaciones estadisticas entre
los pardmetros de movilidad seminal del
eyaculado de moruecos lle de France obte-
nidos por andlisis subjetivo e informatizado
ISAS®, (Statistic correlations among seminal motility
parameters in ejaculates of fle de France rams
obtained by subjective and ISAS® analysis).

MM Ml CM
EST -0,693** -0,773** -0,539**
LEN -0,351** -0,298** -0,319**
MED -0,337** -0,299** -0,345**
PRO 0,632** 0,694** 0,601**
RAP 0,741* 0,799** 0,599**
VCL 0,390** 0,354** 0,228**
VSL 0,367** 0,324** 0,368**
VAP 0,409** 0,372** 0,364**
LIN 0,040 0,025 0,255**
STR -0,136** -0,162** 0,034
WOB 0,105* 0,099 0,263**
ALH 0,065 0,066 -0,157**
BCF 0,022 0,005 -0,198**

*p<0,05; **p<0,01. Los valores indican el coefi-
ciente de correlaciéon de Pearson.

EST, LEN Y MED. Por otra parte, dada la
complejidad de las caracteristicas de movi-
lidad de los clasificados como LEN y MED,
y que su porcentaje por lo general no supera
el 10%, se hace dificil la evaluacion subjeti-
va, aunque exista cierta asociacion con CM
y MM; ademas, vistas las relaciones con los
otros parametros objetivos, se podria pen-
sar que son dos grupos de espermatozoides
con cierto grado de independencia, una re-
presentacion constante de espermatozoides
de calidad mediocre, al menos, de movi-
miento. El analisis de correlacion candnica
viene a apoyar la idea de que la variable M1
es el parametro de la analitica subjetiva que
mejor explica en conjunto las variables es-
permaticas aportadas por el sistema [SAS®.

CONCLUSION

Teniendo en cuenta los resultados se
puede concluir que el analisis subjetivo de
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movilidad seminal, a la vista de la asocia-
cion entre variables, es adecuado y puede
reducirse en la practica laboratorial a la
valoracion de MI o MM. A su vez, dada la
concordancia que existe entre los pa-
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