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El análisis de motilidad espermática es una de las pruebas más utilizadas en la valoración 

de la calidad seminal. Al hablar de motilidad se están considerando dos conceptos 

distintos, por un lado la motilidad lineal activa y por otro el porcentaje de espermatozoides 

móviles, y aunque estas medidas pueden definir en general la motilidad espermática, tienen 

el inconveniente de que la fiabilidad y la precisión de los análisis, están de alguna manera 

limitadas por el grado de destreza del observador y por las condiciones de medida.  

 

Por lo tanto, la valoración subjetiva realizada con los análisis de calidad rutinarios puede 

estar sesgada por los técnicos, especialmente las determinaciones de motilidad, pues siendo 

muy susceptibles al error humano, llevan a obtener distintos grados de imprecisión. Si 

además se tienen en cuenta las limitaciones intrínsecas del propio proceso de evaluación de 

la motilidad en el microscopio óptico y, que son muchos los espermatozoides que 

atraviesan el campo óptico con diferentes patrones de motilidad, lo más probable es que 

exista una variabilidad considerable, lo que repercute directamente en la objetividad de la 

estimación. Además, con la valoración subjetiva de la motilidad, no es posible conocer 

algunos aspectos muy importantes de la misma como son la velocidad real del 

espermatozoide o su tipo de movimiento y trayectoria. 

 

Aun así, en la mayoría de los trabajos es habitual realizar la evaluación de la calidad del 

movimiento y del porcentaje de motilidad mediante un análisis visual bajo el microscopio, 

habiéndose observado ciertos problemas al comparar los resultados de estas evaluaciones 

rutinarias con las tasas de fertilidad obtenidas mediante inseminación artificial. Esto ha 

puesto de manifiesto la necesidad de disponer de técnicas fiables de valoración que 

permitan predecir el estado de los espermatozoides y su relación con la capacidad 

fecundante. Así, y para intentar solucionar estos problemas, diversos laboratorios han 

desarrollado desde hace algunos años sistemas de evaluación objetivos de la motilidad, 
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destacando entre ellos los sistemas de análisis de imagen por ordenador. Estas técnicas 

computerizadas de imágenes, como es la tecnología CASA (Computer-Assisted Sperm 

Analysis), son capaces de emitir informes con un número elevado de las características de 

motilidad de los espermatozoides individuales, además de generar las medidas con mucha 

más rapidez, minimizando una gran parte del factor subjetivo de los análisis rutinarios de 

semen y garantizando una mejor correlación con la capacidad fecundante de los 

espermatozoides. Asimismo, permiten acumular datos de las relaciones entre la motilidad 

espermática y su competencia funcional. 

 

Dadas las numerosas ventajas descritas para esta tecnología, el laboratorio de Biología de 

la Reproducción de la Universidad de Castilla la Mancha incorporó a sus estudios la 

evaluación de los parámetros de motilidad mediante un analizador computerizado de la 

motilidad espermática o sistema CASA, lo que ha permitido el estudio de los parámetros 

objetivos de motilidad de los espermatozoides epididimarios de ciervo ibérico (Cervus 

elaphus hispanicus) obtenidos post mortem llevado a cabo en esta tesis, disponiendo para 

ello de material seminal procedente de los epidídimos de ciervos ibéricos abatidos en su 

hábitat natural durante los meses de octubre a febrero en 13 fincas de caza.  

 

Respecto a la metodología seguida, la extracción de los espermatozoides se realizó a 

temperatura ambiente después de separar todas las envolturas testiculares que recubren al 

testículo y al epidídimo realizando una serie de incisiones sobre la cola del epidídimo para 

arrastrar el material espermático y depositarlo en una placa de Petri. El contenido 

espermático de ambos testículos se diluyó y se trasvasó a un tubo colector para medir el 

volumen y la concentración, separando una parte para su congelación y reservando el resto 

para realizar la evaluación de la calidad seminal inicial. 

 

Para determinar las medidas objetivas de los parámetros de motilidad espermática, se 

utilizó el software del sistema automatizado Sperm Class Analyzer a partir de una gota de 

suspensión espermática depositada en un portaobjetos. Se capturaron las imágenes 

mediante una cámara de vídeo conectada a un ordenador evitando la captura de imágenes 

de muestras que presentaban un porcentaje muy alto de espermatozoides estáticos, o que se 

encontraban muy sucias. El programa proporcionó los valores de todos los parámetros 

cinéticos y emitió los informes correspondientes a cada una de las muestras analizadas.  
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El primer objetivo de esta tesis se ha orientado a la mejora del conocimiento de las 

características de motilidad de los espermatozoides de ciervo ibérico obtenidos post 

mortem, así como a su relación con la calidad espermática evaluada inicialmente, con el fin 

de aplicar estos conocimientos a las técnicas de reproducción asistida, especialmente a la 

inseminación artificial (IA). Para ello, se caracterizaron los parámetros objetivos de 

motilidad para las muestras espermáticas recién obtenidas, para esas mismas muestras 

después de haber sido sometidas a un proceso de criopreservación, y por último después de 

un período de incubación de 2 horas a 37ºC. 

 

Para el segundo objetivo, se estudió otro aspecto que podría resultar interesante y que aun 

no ha sido estudiado en ciervo. Se compararon los resultados obtenidos en la evaluación 

rutinaria de calidad espermática a partir de la estimación visual por el microscopio, con los 

parámetros objetivos de motilidad obtenidos mediante el análisis CASA, comprobándose 

que la mayoría de los parámetros objetivos de motilidad están relacionados con el 

porcentaje total de espermatozoides móviles (MI), siendo el parámetro más afectado por el 

proceso de congelación-descongelación la funcionalidad de la membrana plasmática 

(ENDO). 

 

Como tercer objetivo de esta tesis, se estudió la influencia de las características intrínsecas 

y extrínsecas al macho, sobre los parámetros objetivos de motilidad, observándose la 

existencia de diferencias significativas entre meses para la mayoría de los parámetros 

estudiados, especialmente para los índices LIN y STR. Como era de esperar, las muestras 

presentaron una calidad mayor en los meses de la época reproductiva de fotoperíodo 

decreciente, tanto en muestras recién obtenidas como descongeladas, lo que hace pensar en 

la conveniencia de criopreservar las muestras recogidas durante los primeros meses de la 

época reproductiva.  

 

En cuanto a la influencia de los parámetros corporales de los ciervos sobre los parámetros 

objetivos de motilidad de los espermatozoides, las características corporales influyeron en 

las variables respuesta en la mayoría de los casos, habiéndose observado en esta tesis, que 

el perímetro torácico del animal afecta negativamente a los valores objetivos de los índices 
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de linealidad (LIN) y rectitud (STR), y por tanto los ciervos con mayor peso corporal 

presentan una menor progresividad de sus espermatozoides. 

 

Los mayores valores para losparámetros de velocidad correspondieron a la velocidad 

curvilínea (VCL), seguida de las velocidades media (VAP) y lineal (VSL), presentando 

además diferencias muy significativas (p<0,001) entre las muestras epididimarias recién 

obtenidas y las descongeladas. Destacar que tras el proceso de congelación-

descongelación, se observó un aumento de los valores de los parámetros de motilidad de 

los espermatozoides, no ocurriendo lo mismo tras el período de incubación de las muestras 

durante dos horas a 37ºC, pues en este caso se observó un una pérdida de la calidad del 

movimiento por el descenso de todos los parámetros cinéticos estudiados. 

 

Por último, el cuarto objetivo de esta tesis se orientó al estudio de la importancia del 

análisis de los parámetros objetivos de motilidad en la selección de las muestras que 

podrían presentar una mejor resistencia a la congelación, lo que permitiría obtener unos 

mejores resultados en inseminación artificial (IA). Para ello, se usó el sistema Sperm-Class 

Analyzer ® (CASA) con el fin de averiguar si el análisis objetivo de los parámetros 

cinéticos permitía discriminar entre los machos clasificados según la calidad inicial de las 

muestras espermáticas como “buenos” o “malos” congeladores. Los resultados indicaron 

que los valores de las velocidades fueron mayores para los “buenos congeladores”, al igual 

que los valores del desplazamiento lateral de la cabeza y de la frecuencia de batido. No 

obstante, de todos los valores de motilidad estudiados mediante el análisis objetivo CASA, 

sólo la velocidad curvilínea (VCL) mostró diferencias estadísticamente significativas 

(P<0,005) entre los grupos de “buenos” y “malos” congeladores. 

 

De lo anteriormente expuesto destacar que el análisis mediante CASA permite seleccionar 

las muestras que podrían presentar una mayor resistencia a la congelación, pues ha 

permitido discriminar entre machos “buenos” y “malos” congeladores. Además ha 

mostrado que la calidad de las muestras espermáticas es mayor durante los meses de 

fotoperíodo decreciente, lo que hace pensar en la conveniencia de criopreservar las 

muestras en los primeros meses de la época reproductiva. 
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La especie Cervus elaphus, Linnaeus 1758, cuya área de distribución abarca Europa, Asia 

y el Norte de África, se divide taxonómicamente en trece subespecies. El ciervo ibérico 

(Cervus elaphus hispanicus; Hilzheimer 1909) solamente se encuentra en la Península 

Ibérica, lo que le confiere un interés especial desde el punto de vista de la conservación 

(Garde, 2006). La época de mayor intensidad reproductiva del ciervo ibérico se produce a 

comienzos de otoño, durante la última semana de septiembre y las dos primeras de octubre. 

Esta época se denomina berrea, momento en el que se produce el pico de actividad sexual, 

caracterizada porque los machos emiten bramidos para llamar la atención de las hembras y 

para desafiar a otros machos competidores, como paso previo a los combates (Soler, 2003; 

Esteso, 2006).  

 

La cría del venado en nuestro país está orientada al desarrollo de actividades cinegéticas 

fundamentadas en la calidad de los trofeos de los machos, desarrollándose normalmente en 

libertad dentro de cotos delimitados por vallados perimetrales. Esta práctica supone una 

fragmentación de la población original en poblaciones aisladas, lo que ha originado una 

interrupción del flujo genético que lleva a un incremento de las tasas de endogamia 

(Martínez et al. 2002; Soler, 2003), existiendo una correlación negativa entre los niveles de 

endogamia y características del semen como la motilidad espermática, la morfología o la 

integridad acrosómica (Roldán et al., 1998, 2006; Gomendio et al., 2000). Además, las 

altas tasas de endogamia podrían ser, al menos parcialmente, las responsables de la 

disminución de la calidad de los trofeos (Esteso, 2006).  

 

La caza realizada en este tipo de cotos, y muy particularmente la referida a las especies 

cinegéticas mayores, ha llegado a ser una actividad empresarial rentable y una fuente de 

recursos de especial importancia en muchas zonas rurales en las que supone un factor de 

desarrollo de su economía (Garde et al., 2006). Esto ha llevado asociado un comercio 

importante de animales para repoblaciones procedentes de granjas especializadas (Giraldo y 

Tovar, 2002), explotaciones de cría controlada, cotos comerciales, capturaderos, etc.; por lo 

que este tipo de cría en granjas cinegéticas podría considerarse como una producción 
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ganadera alternativa para la producción de animales de gran calidad de trofeo que se 

liberarían en los cotos para la caza. Es sobre esta población de ciervos criados en semilibertad 

sobre la que se aplicarían las distintas técnicas de reproducción asistida orientadas a la mejora 

de los trofeos (Garde, 2006). 

 

El empleo biotecnologías reproductivas en poblaciones naturales de ciervos había presentado 

un escaso desarrollo, pero en los últimos años el interés por el empleo de estas técnicas para la 

conservación y gestión de poblaciones naturales de ciervos, como es el caso del ciervo 

ibérico, se ha incrementado notablemente (Jabbour y Bainbridge, 1997) y se han realizado 

importantes progresos, lo que ha ocasionado que la aplicación práctica de estas tecnologías 

esté avanzando a buen ritmo (Garde, 2006).  

 

En los cérvidos, de todas las técnicas de Reproducción Asistida (TRA) existentes, unas de las 

más difundidas han sido la Inseminación Artificial (IA) y la Fecundación in vitro (FIV). La 

IA ha sido aplicada con éxito en distintas especies de ciervos, entre las que destacamos el 

ciervo rojo, el reno, el gamo, y el ciervo del Padre David (Asher et al. 2000); pero no hay que 

olvidar que el desarrollo de un programa de IA en condiciones óptimas exige el conocimiento 

de la fisiología reproductiva de la subespecie, así como el desarrollo de una metodología 

adecuada de obtención-conservación de semen y de aplicación de las técnicas de IA 

propiamente dichas (Garde, 2006). Por este motivo, la criopreservación de los 

espermatozoides combinada con la IA, ha sido el método de TRA más extendido entre las 

especies de cérvidos, especialmente en el ciervo ibérico (Asher et al., 2000). 

 

En la primera parte de esta tesis y sabiendo que la determinación subjetiva de la motilidad 

espermática por sí misma no parece ser muy útil en el análisis de calidad del semen, el 

estudio se ha centrado en la caracterización de los parámetros objetivos de motilidad 

obtenidos mediante un sistema de análisis objetivo computerizado de semen (CASA). El 

uso de este sistema puede solucionar en parte el problema de la subjetividad al 

proporcionar un análisis seguro y objetivo para determinar las características de motilidad 

de la muestra (Mortimer, 2002), por lo que actualmente se dedica más atención a la 

evaluación objetiva y a la caracterización de la motilidad espermática, que a la simple 

determinación del índice de espermatozoides móviles totales, ya que la tecnología CASA 

proporciona valores de concentración y motilidad espermática más rápidamente y con mayor 
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precisión que los obtenidos con métodos tradicionales de evaluación seminal (Cseh, et al, 

2003). 

 

Además, la tecnología CASA presenta otras ventajas, una de ellas es que permite la 

reevaluación objetiva de muchos aspectos de los protocolos de criopreservación tales como la 

elección del mejor diluyente para conseguir una mayor supervivencia espermática a la 

descongelación. Si a las ventajas que presenta el análisis mediante CASA, se suma la 

aplicación de los análisis estadísticos apropiados, puede estudiarse la presencia de 

subpoblaciones diferentes de espermatozoides en una muestra de semen, en función de las 

características de motilidad presentadas por sus espermatozoides (Davis et al., 1995b; 

Abaigar et al., 1999; 2001; Quintero- Moreno et al., 2002; 2003; Cremades et al., 2005; 

Martínez-Pastor et al., 2005a,c, 2010; Ramón et al., 2012 ). 

 

Aunque la congelación del material espermático en las distintas especies de ciervos se viene 

realizando desde hace bastantes años (Asher et al. 2000), antes de establecer un protocolo de 

congelación, es necesario conocer qué factores influyen en la supervivencia espermática 

después de la misma, por lo que en los últimos años se han estudiado una serie de mejoras en 

el protocolo de criopreservación de las muestras espermáticas epididimarias de ciervo ibérico 

(Fernández-Santos et al., 2006a,b,c, 2007, 2009; Martínez-Pastor, 2009; Anel et al., 2012). 

Sin embargo, existen otros factores que influyen en la resistencia de los espermatozoides a la 

congelación que no han sido estudiados. Por ello, además de mejorar el conocimiento de las 

características de motilidad de los espermatozoides, en este trabajo se ha planteado estudiar 

qué características del animal influyen en el comportamiento de los espermatozoides durante 

la congelación, cómo afectan factores como la edad y los parámetros corporales de los 

animales en la congelabilidad espermática y qué meses, del año son los adecuados para 

recoger las muestras espermáticas; pero sobre todo se ha puesto especial interés en ver cómo 

afecta el proceso de congelación-descongelación a la motilidad de los espermatozoides 

epididimarios de ciervo ibérico y qué parámetros objetivos de motilidad podrían darnos 

información sobre su resistencia a la congelación. 

 

Esto supone no sólo que la recogida de muestras, transporte, procesado, criopreservación y 

aplicación sean los adecuados, sino también poder discriminar entre aquellas muestras 

aptas para utilizar en IA y aquellas cuya conservación no merece el gasto de recursos. Por 
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lo tanto, es importante que tras el análisis de las muestras espermáticas, pueda establecerse 

la potencialidad de la muestra en cuanto a fertilidad y capacidad de resistir el proceso de 

criopreservación. 

 

En este sentido, en varias especies tanto domésticas (Curry, 2000), como silvestres (Leibo y 

Songsasen, 2002), se han observado diferencias entre individuos en la resistencia de sus 

espermatozoides al proceso de congelación-descongelación, y en el caso del ciervo ibérico 

también se han observado estas diferencias en los espermatozoides de epidídimo (Soler et al. 

2003a; Esteso et al., 2006) así como en la fertilidad resultante de la inseminación artificial con 

su semen descongelado (Malo et al. 2005b; Gomendio et al. 2006a). Estos hechos han 

permitido clasificar a los donantes de semen de forma rutinaria como “buenos” o “malos” 

congeladores. Se desconocen los mecanismos que clasifican a los individuos según la 

sensibilidad a la congelación de sus espermatozoides, pero parecen existir diferencias 

fisiológicas entre los espermatozoides de diferentes machos dentro de una misma especie. Por 

lo tanto, las diferencias en el semen fresco que afectan a la resistencia a la congelación, 

podrían ser indicativas de las variaciones genéticas responsables de la capacidad de los 

espermatozoides a resistir los procesos de congelación (Garde, 2006).  

 

Sin embargo, en el caso concreto de España es difícil conocer las diferencias entre venados en 

cuanto a la resistencia de sus espermatozoides a la criopreservación, ya que las muestras 

espermáticas obtenidas proceden de epidídimo. Además, tampoco hay información sobre las 

características que afectan a los parámetros de motilidad de sus espermatozoides frente al 

proceso de congelación. Por ello, otro de los objetivos de este estudio ha sido la evaluación de 

la influencia de determinados factores extrínsecos e intrínsecos al macho, sobre los 

parámetros de motilidad analizados mediante CASA antes y después de la congelación. 

 

Por todo lo expuesto, en este trabajo se han estudiado qué factores influyen en la resistencia 

de los espermatozoides de epidídimo de ciervo ibérico a la congelación, así como el efecto de 

la criopreservación sobre los parámetros objetivos de motilidad obtenidos mediante la 

utilización la tecnología CASA y la comprobación del valor predictivo de los mismos 

respecto a la resistencia a la congelación.  
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OBJETIVOS 

 

Esta tesis doctoral se ha realizado con espermatozoides obtenidos del epidídimo de ciervo 

Ibérico obtenidos post-mortem, y los objetivos planteados han sido los siguientes: 

 

• Caracterizar los parámetros objetivos de motilidad en espermatozoides 

epididimarios de ciervo Ibérico. 

 

• Evaluar las eventuales relaciones entre el análisis convencional de la calidad 

seminal y la evaluación de la motilidad por CASA. 

 

• Evaluar la influencia de los factores extrínsecos e intrínsecos al macho sobre los 

parámetros de motilidad en muestras frescas y descongeladas.  

 

• Determinar el valor predictivo de la congelabilidad a partir de la determinación de 

los parámetros objetivos de motilidad por el sistema CASA 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. MATERIAL Y MÉTODOS 
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1.1. GAMETOS 

 

 

Como material seminal se utilizaron los espermatozoides procedentes de epidídimos de los 

testículos de 195 ciervos ibéricos (Cervus elaphus hispanicus). Los animales fueron 

abatidos en su hábitat natural durante los meses de octubre a febrero de las temporadas de 

caza de 1999/00 y 2000/01 en diferentes fincas de caza (n=13) ubicadas en las provincias 

de Badajoz, Ciudad Real, Córdoba, Jaén y Toledo. En esta zona, la estación reproductiva 

comienza a finales de septiembre, prolongándose durante tres meses, de octubre a 

diciembre (Caballero, 1985; Sanz y Rodríguez, 1993; García et al., 2002; Esteso et al., 

2006). La edad de los venados osciló entre 2 y 15 años, estando el 81% de los animales en 

el rango de edades comprendido entre 3 y 10 años.  

 

Los animales fueron abatidos según el plan de aprovechamiento cinegético de los cotos de 

caza referidos, de acuerdo con la Regulación de Aprovechamientos Española, Ley 2/93 de 

Castilla la Mancha, y conforme a la regulación de la Unión Europea. Para obtener los 

testículos, las gónadas fueron separadas del cuerpo de los animales por medio de una 

incisión realizada a nivel inguinal. Una vez separados, los testículos se transportaron 

envueltos en el escroto en el interior de bolsas de plástico a temperatura ambiente, hasta el 

laboratorio de Reproducción Animal de la ETSIA de Albacete. El intervalo de tiempo 

transcurrido entre la recogida de los testículos y la llegada al laboratorio osciló entre 3 y 6 

horas, un intervalo de tiempo adecuado para evaluar las características espermáticas con 

anterioridad a las 12 h posteriores de la muerte del animal (Soler y Garde, 2003). 
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Figura 1. Retirada de las envolturas testiculares. 

 
 

La extracción de los espermatozoides (Figura 1) se realizó en el laboratorio a temperatura 

ambiente. Para ello, se separaron mediante material quirúrgico todas las envolturas 

testiculares que recubren al testículo y al epidídimo. Dichas estructuras, partiendo desde 

fuera hacia dentro son las siguientes: 

 

- Piel y tejido subcutáneo 

- Fascia espermática externa 

- Cremastérica interna 

- Túnica vaginal 

- Túnica albugínea.  

 

Posteriormente, se procedió a realizar diversas incisiones con una hoja de bisturí sobre la 

cola del epidídimo de acuerdo al procedimiento descrito por Soler et al. (2003a), 

arrastrando con esta misma hoja el material espermático para depositarlo en una placa de 

Petri en la que previamente se había 1 mL de solución tampón fosfato salino (PBS) (Figura 

2). El contenido espermático de ambos testículos se diluyó en PBS, puesto que se ha 

demostrado que no existen diferencias de calidad seminal para ambos testículos (Garde et 

al., 1998). Los espermatozoides recogidos de la cola del epidídimo son funcionalmente 

maduros y tiene una capacidad de fertilización similar a la de los espermatozoides de un 

eyaculado (Yanagimachi, 1988). 
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Tras la dilución en PBS, se transvasó la suspensión espermática a un tubo colector 

graduado midiéndose el volumen y la concentración. A continuación, se separaron 0,5 mL 

del tubo colector para utilizar en el proceso de congelación, reservando el resto para 

realizar la evaluación de la calidad seminal inicial.  

 
Figura 2. Placa de Petri con solución tampón fosfato salino (PBS). 

 
 

 

1.2. ANÁLISIS DE CALIDAD SEMINAL 

 

Los parámetros utilizados para evaluar la calidad seminal fueron los que miden 

características relacionadas con la motilidad espermática (porcentaje de porcentaje de 

espermatozoides móviles, calidad del movimiento y análisis objetivo de motilidad), con la 

funcionalidad e integridad de la membrana plasmática (viabilidad espermática y pruebas de 

endósmosis celular), con el estado del acrosoma y finalmente con la morfología 

espermática. También se evaluaron características cuantitativas como el volumen y la 

concentración.  
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1.2.1. Volumen (V) 

 

Para medir el volumen (V), se arrastró el material espermático desde la cola del epidídimo 

hasta una placa de Petri y se transvasó a un tubo graduado (sensibilidad de 0,1 mL) en el 

que se realizó una contrastación macroscópica (Figura 3), midiéndose el volumen por 

apreciación visual.  

 
Figura 3.Tubo colector graduado para medir el volumen. 

 
 

 

1.2.2. Concentración espermática (C) 

 

La concentración espermática (C) se determinó mediante recuento utilizando una cámara 

de Bürker (Figura 4), para lo cual se siguieron las indicaciones de Evans y Maxwell 

(1989). Se diluyeron 5 µl de la suspensión espermática en 1000 µl de agua destilada para 

así provocar la muerte de los espermatozoides, mezclándose la muestra diluida 

homogéneamente para cargar con ella la cámara por capilaridad dejándola sedimentar 

durante 5 minutos antes de realizar el recuento. Se contó el número medio de 

espermatozoides presentes en 20 cuadrículas de la cámara y, teniendo en cuenta el 

volumen de la cuadrícula y la dilución utilizada, se obtuvo el número de espermatozoides 

por mililitro de suspensión espermática. 
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Figura 4. Cámara de Bürker para medida de la concentración espermática. 

 
 

 

1.2.3. Número total de espermatozoides (NTE) 

 

El número total de espermatozoides se obtuvo multiplicando el volumen medido, por la 

concentración espermática. 

 

1.2.4. Motilidad espermática 

 
1.2.4.1. Porcentaje de espermatozoides móviles y calidad de movimiento 

 

Se utilizaron 20 µl de la suspensión espermática inicial (suspensión I) que se diluyeron en 

500 µl de PBS, y esta nueva suspensión (suspensión II) se incubó durante 10 minutos a 

37ºC. Transcurrido este tiempo, se evaluó el porcentaje de espermatozoides móviles (MI), 

colocando 5 µl de la suspensión II en un portaobjetos sobre una placa térmica (Minitub, 

HT 400) a 37ºC, para evitar de este modo cambios de temperatura que pudieran afectar a la 

motilidad espermática, observando diferentes campos en un microscopio óptico (Nikon, 

Eclipse 400) a 10x en contraste de fases. Sobre la misma muestra se evaluó la calidad del 

movimiento (CM) en una escala de 0 (acinesis) a 5 (movimiento muy rápido). 
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1.2.4.2. Análisis objetivo de motilidad 

 

Para obtener las medidas objetivas de los parámetros de motilidad espermática, se efectuó 

el análisis de motilidad utilizando el software del sistema automatizado Sperm Class 

Analyzer V5.1 (CASA: Microptic, S.L., Barcelona, España). Para ello, después de diluir las 

muestras se depositaron con pipeta automática 5 µl de la suspensión espermática en un 

portaobjetos precalentado sobre la placa térmica, y se visualizaron al microscopio de 

contraste de fases con el objetivo de 20x. 

 

El sistema CASA contó con los siguientes elementos interconectados: microscopio de 

contraste de fases (Nikon, Labophot-2, Tokio, Japón) con platina termorregulable 

conectado a una placa térmica (Minitub, HT 400) graduada a 37ºC sobre la que se 

atemperaron los portaobjetos utilizados como soporte de la muestra a analizar. Tras 

depositar una muestra de 5 µl de semen diluido por medio de una pipeta automática, se 

procedió a la captura o adquisición de imágenes por el sistema CASA, mediante una 

cámara de vídeo en blanco y negro (CCD AVC-D7CE, Sony Corporation, Tokio, Japón) 

colocada sobre la platina del microscopio. La platina estaba conectada al microscopio y a 

un ordenador (Pentium con procesador 950 MHz) dotado con el programa informático 

CASA 5.1. La digitalización se realizó mediante una tarjeta Matrox Meteor II, de 

512x512x8 bits (Matrox Electronic Systems Ltd., Québec, Canadá) y 256 niveles de gris.  
 

El semen se diluyó en PBS hasta alcanzar una concentración aproximada de 20 x 106 

espermatozoides/mL con el fin de conseguir campos con un número de espermatozoides 

comprendido entre 30–50 en el monitor. Las muestras se mantuvieron a temperatura de 

laboratorio (20-22ºC) durante los momentos previos al análisis, siendo el tiempo 

transcurrido entre la colocación de la microgota y la grabación por el sistema CASA 

similar en todos los análisis (5-10 segundos). La frecuencia de captura de imágenes del 

equipo de análisis CASA utilizado en este trabajo ha sido de 25 Hz con un número de 

puntos de trayecto de 16. 

 

La grabación de los campos se efectuó entre las 6-10 horas postmortem para las muestras 

recién obtenidas, evitando la captura de imágenes de muestras que presentaran un 
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porcentaje muy alto de espermatozoides estáticos, mucha suciedad u otros problemas de 

este tipo que pudieran dificultar el análisis y originar imprecisiones en los resultados. Se 

capturaron entre 3 y 5 campos diferentes de cada muestra, utilizando un objetivo de 20x 

(contraste de fase negativo) hasta capturar un número aproximado de 100 espermatozoides 

por análisis.  

 

Tras realizar unas valoraciones previas en las condiciones de trabajo, se estableció la 

configuración más adecuada (Tabla 1), se estandarizaron las condiciones de iluminación y 

la posición del condensador para cada proceso de captura. Para el procesado de la muestra 

se seleccionó la opción “partículas” del programa para limpiar las pequeñas partículas que 

pudieran existir en la imagen. También se seleccionó la opción “multicruces” que analiza 

las trayectorias cruzadas entre espermatozoides y la opción “conectividad” para evitar la 

rotura de las trayectorias. 

 

 
Tabla 1. Configuración del sistema de análisis objetivo de motilidad utilizado 

 

PARÁMETROS  

Frames/segundo: imágenes capturadas en un segundo 25 

Número de Frames: imágenes grabadas 16 

Límite LLV (µm/s): velocidad máxima que presenta un espermatozoide lento 10 

Límite MVV (µm/s): velocidad máxima de un espermatozoide medio 89 

STR mín (%): valor utilizado para definir los espermatozoides rápidos progres. 90 

Frames mínimo (ALH): nº de imágenes mínimo para que se calcule el ALH 7 

Contraste de fases utilizado para grabar las imágenes Negativo (NH) 

Aumentos 20x 
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Figura 5. Segmentación de la imagen según intensidad de grises. 

 
 

A continuación, se seleccionó manualmente el nivel de segmentación de las cabezas de los 

espermatozoides según su intensidad de gris, ya que el sistema es capaz de transformar una 

imagen con una determinada distribución de niveles de grises (de 0 a 255), en otra binaria 

con valores 0 y 1. La selección se realizó de forma manual sobre la primera imagen de 

cada campo, eligiendo el nivel de gris correspondiente a los espermatozoides (Figura 5). Se 

procuró seleccionar un rango lo suficientemente amplio de manera que se evitaran pérdidas 

de trayectorias debidas a cambios de intensidad en las sucesivas imágenes de la secuencia. 

El sistema CASA capturó 16 imágenes consecutivas en un tiempo de grabación que osciló 

entre 0,59 y 0,66 segundos, procediéndose después al análisis de las mismas. 

 

Una vez finalizado el proceso de análisis, el sofware del sistema efectuó automáticamente 

la identificación de cruces, detectándose por el sofware del sistema la trayectoria de cada 

espermatozoide de forma automática. Posteriormente se visualizó el conjunto de 

trayectorias analizadas por cada campo mediante las funciones “control” y “dibujo”, con el 

fin de visualizar la trayectoria definida por el programa, y comprobar que se adecuaba a la 

trayectoria real de cada uno de los espermatozoides (Figura 6), eliminando de forma 

manual las trayectorias erróneas de cada uno de los campos. 
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Figura 6. Identificación de las trayectorias individuales de los espermatozoides. 

 
 

Cuando existían dudas acerca de la exactitud de alguna de las trayectorias, el programa 

también permitía visualizar la trayectoria individual de los espermatozoides implicados, 

realizando una representación gráfica de las velocidades circular, lineal y de la trayectoria 

media de cada uno de ellos (Figura 7). 
 

Figura 7. Representación gráfica de VCL, VSL y VAP para cada espermatozoide. 

 
 

Para terminar, el programa realizó los cálculos a partir de la información de las series 

grabadas y los de los valores medios del conjunto de todas las series sobre las imágenes 

binarias, proporcionando los valores correspondientes a cada uno de los parámetros 

cinéticos y emitiendo el informe correspondiente a cada una de las muestras analizadas 

(Figura 8).  
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Figura 8. Informe emitido por CASA con los resultados de la muestra analizada. 

 
 

Los principales parámetros de motilidad espermática calculados a partir de la trayectoria 

descrita por los espermatozoides, son los detallados a continuación: 

. 

- Los parámetros reales absolutos que reflejan las características físicas de la 

célula en movimiento: velocidad curvilínea (VCL), velocidad rectilínea (VSL), velocidad 

de la trayectoria media (VAP), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y 

frecuencia de batido (BCF).  

- Los parámetros relativos o derivados, que son combinaciones de los parámetros 

absolutos y reflejan el modelo de motilidad del espermatozoide: Linealidad (LIN) y 

rectitud (STR). 

 

Finalizado el análisis y obtenidos los resultados, se visualizaron las secuencias de 

movimiento y las trayectorias descritas por los espermatozoides, pudiéndose comprobar 

que el análisis se había realizado correctamente. 
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1.2.5. Integridad y funcionalidad de la membrana plasmática 

 
1.2.5.1. Viabilidad espermática 

 

Para obtener los datos de viabilidad de los espermatozoides se partió de la suspensión II 

(20 µl de la suspensión espermática inicial diluida en 500 µl de PBS) evaluando la 

integridad de la membrana plasmática mediante una tinción con eosina-nigrosina preparada 

según el método descrito por Tamuli y Watson (1994).  
 

Figura 9. Evaluación de la Viabilidad mediante tinción Eosina/Nigrosina. 

 
 

Para ello, se mezclaron 5 µl de la suspensión II con 10 µl de eosina-nigrosina en un 

portaobjetos a una temperatura de 37ºC. Tras dejar incubar la muestra durante 30 

segundos, se realizó un frotis que se dejó secar sobre la placa térmica. Posteriormente se 

observaron los frotis en el microscopio óptico a campo claro a 40x (Nikon, Eclipse 400), 

contándose 100 células espermáticas y determinándose el porcentaje de espermatozoides 

vivos (EV), que son aquellos que aparecen de color blanco por tener la membrana 

plasmática íntegra (Figura 9).  

 

Por otra parte, las células que fueron incapaces de excluir la tinción de eosina-nigrosina, y 

que aparecieron teñidas de color rosáceo, no tenían la membrana íntegra y se consideraron 

como células muertas.  
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1.2.5.2. Prueba de endósmosis celular 

 

Para realizar la evaluación de la funcionalidad de la membrana plasmática, se empleó la 

técnica descrita por Garde et al. (1998) para espermatozoides de ciervo. Para ello, se 

diluyeron 20 µl de la de suspensión espermática inicial en 200 µl de solución hipoosmótica 

a una presión osmótica de 100mOsm/Kg, manteniéndose a temperatura ambiente durante 

30 minutos. Transcurrido este tiempo, las muestras se fijaron con una solución tampón con 

un 2% de glutaraldehído, en 0,165 M de cacodilato de sodio/HCl. Las muestras se 

evaluaron en microscopio óptico en contraste de fases a 40x (Nikon, Eclipse 400), 

efectuando un conteo de 100 células espermáticas para determinar el porcentaje de 

espermatozoides que presentaban un enrollamiento en la cola (ENDO) (Figura 10).  
 

Figura 10. Espermatozoides sometidos a la prueba de endósmosis. 

 

 

 

 

 

 

 

El enrollamiento de la cola es indicativo de funcionalidad de la membrana plasmática, 

puesto que como consecuencia del intento que realiza la célula espermática de equilibrar la 

presión osmótica entre los medios intra y extracelular, se produce el paso de agua a través 

de la membrana desde el medio extracelular hacia el interior del espermatozoide, 

provocando un aumento del volumen y, por tanto, un enrollamiento del flagelo (Drevius y 

Eriksson, 1966). 

 

1.2.6. Estado del acrosoma 

 

La metodología seguida para conocer el grado de integridad de la membrana del acrosoma 

comenzó con la dilución 5 µl de la suspensión espermática inicial en 250 µl de la solución 

fijadora tampón con 2% de glutaraldehído en 0,165 M de cacodilato de sodio, 

observándose y contándose posteriormente 100 células espermáticas en el microscopio 
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óptico en contraste de fases a 40x (Nikon, Eclipse 400). A partir de los resultados del 

conteo, se determinó el porcentaje de espermatozoides con borde apical normal (NAR), 

que fueron los considerados como espermatozoides con el acrosoma intacto (figura 11).  

 
Figura 11. Evaluación del estado del acrosoma. 

 
A) Borde apical normal    B) Borde apical dañado 

 

1.2.7. Morfología espermática 

 

El análisis de morfología espermática se realizó sobre las mismas muestras utilizadas para 

valorar el estado del acrosoma. Las muestras se observaron en el microscopio óptico en 

contraste de fases a 40x (Nikon, Eclipse 400), determinando a partir de los resultados del 

conteo el porcentaje de espermatozoides normales sin gota citoplasmática (SG), el 

porcentaje de los que mostraban gota citoplasmática en posición proximal (GP), y gota 

citoplasmática en posición distal (GD) (Figura 12). Para ello se observaron y contaron 100 

células espermáticas. 

 
Figura 12. Espermatozoides con gota citoplasmática en posición proximal (izquierda), y gota citoplasmática 
en posición distal (derecha). 
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1.3. CONGELACIÓN-DESCONGELACIÓN 

 

Para la criopreservación del material seminal se tomaron 0,5 mL de la suspensión inicial. 

El diluyente comercial utilizado fue Triladyl con un 20% de yema de huevo, siguiéndose 

las recomendaciones hechas por el fabricante para la congelación de semen de bovino y de 

ovino. El diluyente se mezcló con la suspensión espermática inicial a temperatura 

ambiente, y en un solo paso se adicionó el volumen suficiente para que las pajuelas 

quedasen a una concentración aproximada de 100 millones de espermatozoides. La 

velocidad de enfriamiento hasta 5ºC fue de 0,25ºC/min. Posteriormente y con el fin de 

equilibrar las muestras seminales, se mantuvieron a esta temperatura durante 2 horas, para 

una vez completado este tiempo de equilibración envasarlas en pajuelas de 0,25 mL a 5ºC 

y congelarlas durante 10 minutos sobre vapores de nitrógeno líquido. Para ello, se 

colocaron horizontalmente sobre una gradilla a una altura de 5 cm sobre el nivel del 

nitrógeno. Por último, se sumergieron en nitrógeno líquido y permanecieron almacenadas 

durante un tiempo mínimo de 1 año antes de ser descongeladas. 

 

El procedimiento seguido para descongelar las pajuelas, fue la inmersión en un baño 

térmico (Tectron 3000543) durante 20 segundos con ClNa al 8 ‰, y a una temperatura de 

37ºC. Se descongelaron 2 pajuelas por cada uno de los machos evaluados, tras lo cual se 

realizaron todas las pruebas de calidad seminal descritas anteriormente, con la excepción 

de la evaluación de morfología (Figura 13).  
 

Figura 13. Descongelación de pajuelas mediante inmersión en baño térmico. 

          
 

El análisis objetivo de los parámetros de motilidad tras la descongelación de las muestras 

epididimarias se realizó por medio del software del módulo de motilidad del analizador 
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SCA®. Para ello incubaciones incubó el material espermático descongelado en el diluyente 

de congelación durante 2 horas a 37ºC.  
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2.1. PARÁMETROS OBJETIVOS DE MOTILIDAD EN ESPERMATOZOIDES 

EPIDIDIMARIOS DE CIERVO IBÉRICO 

 

2.1.1. INTRODUCCIÓN 

 

Un aspecto importante dentro de la espermatología moderna, es el empleo de técnicas de 

laboratorio capaces de determinar con éxito la calidad y la capacidad fecundante de las  

muestras espermáticas. El Grupo de Biología de la Reproducción de la Universidad de 

Castilla-La Mancha ha desarrollado y adaptado numerosas pruebas para la evaluación 

eficaz de las distintas funciones de los espermatozoides frescos y descongelados de ciervo 

(Esteso et al., 2003, 2006; Fernández-Santos et al., 2006 a,b,c, 2007, 2009; Garde et al., 

2006; Martínez-Pastor et al., 2009; Domínguez-Rebolledo et al, 2011; García-Álvarez et 

al, 2011; Ramón et al., 2012).  

 

El desarrollo de la tecnología de digitalización de la imagen de vídeo, llevó a su aplicación 

en el análisis de la motilidad espermática (Liu y Warme, 1977; Katz y Overstreet, 1981; 

Davis y Katz, 1989). De este modo, mediante la tecnología CASA se han conseguido 

realizar evaluaciones objetivas de las muestras espermáticas que han permitido a los 

laboratorios obtener análisis cuyos resultados son útiles, objetivos, repetibles, seguros y 

rápidos (Davis y Katz, 1992; Gravance y Davis, 1995; Partika et al., 2012; Mortimer y 

Mortimer, 2013), proporcionando un valor predictivo de la fertilidad más preciso que la 

evaluación rutinaria del semen (Farrell et al., 1998; Malo et al., 2005a; Gomendio y 

Roldán, 2008), cuya mayor desventaja es la variabilidad obtenida en los resultados que 

puede llegar a alcanzar diferencias del 30 al 60% para las mismas muestras de semen 

realizadas por diferentes observadores y laboratorios (Jørgensen et al., 1997; Coetzee et 

al., 1999). 

 

En la mayoría de los trabajos en los que se ha utilizado el análisis objetivo de motilidad, 

entre un gran número de medidas proporcionadas por el sistema CASA, se han 

seleccionado los parámetros que han demostrado ser más útiles en la caracterización del 

movimiento de los espermatozoides o en la predicción de su capacidad fecundante. Estas 

medidas han sido las velocidades curvilínea (VCL), lineal (VSL), de la trayectoria media 

(VAP), los índices de rectitud (STR) y linealidad (LIN), la amplitud del desplazamiento 

http://humrep.oxfordjournals.org/content/15/7/1562.full#ref-8
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lateral de la cabeza (ALH), y la frecuencia de cruce de batido de la cabeza (BCF). Entre 

estos parámetros, los que describen mejor el vigor de los espermatozoides son VCL, ALH 

y BCF, y los indicadores de su progresividad VSL, LIN y STR.  

 

Por otro lado, algunos autores han utilizado estos parámetros de movilidad determinados 

de forma objetiva como índices de criorresistencia (Fernades et al., 1990; McLaughlin et 

al., 1992; Domínguez-Rebolledo et al., 2011; Ramón et al., 2012) 

 

La caracterización de las propiedades de la motilidad espermática es uno de los aspectos 

básicos del conocimiento de la fisiología reproductiva en el ciervo ibérico y un objetivo 

fundamental en la aplicación de las técnicas de reproducción asistida aplicadas a esta 

especie. En muchos aspectos, la motilidad integra los eventos bioquímicos que ocurren en 

los espermatozoides (Martínez-Pastor et al., 2011) y es considerada una de las 

características más importantes asociadas a la fertilidad (Saacke y White, 1972; Aitken et 

al., 2004; Malo et al., 2005a; Tourmente et al., 2011), siendo más fértiles los machos con 

mayor cantidad de espermatozoides rápidos (Malo et al., 2005a, 2006; Gomendio y 

Roldán, 2008).  

 

En este sentido, como las trayectorias de los espermatozoides individuales están 

determinadas por su función flagelar, características como las velocidades de los 

espermatozoides, la BCF, o la ALH, pueden reflejar el estado fisiológico de cada uno de 

los espermatozoides de una muestra de semen (Abaigar et al., 1999), apareciendo las 

características de motilidad del espermatozoide como una determinación directa del estado 

fisiológico del mismo (Roldán, 1998). Se necesita energía tanto para el movimiento como 

para la fecundación, y esta energía se aporta en forma de ATP sintetizado por la glicolisis 

en el citoplasma o a partir de la fosforilación oxidativa en la mitocondria, transfiriéndose a 

los microtúbulos del flagelo del espermatozoide para que pueda producirse el movimiento 

(Satir, 1979; Zamboni, 1982; Mahadevant et al., 1997). 

 

Por lo tanto, el flagelo es el responsable del movimiento de la célula espermática, la pieza 

intermedia contiene las mitocondrias capaces de generar la energía necesaria para que el 

espermatozoide pueda moverse y las partes principal y terminal (resto del flagelo) 

propulsan los espermatozoides mediante batido (Turner, 2003). Por ello, un aumento en la 
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longitud del flagelo supondría un aumento del empuje necesario para propulsar el 

espermatozoide hacia delante (Gomendio y Roldán, 1991), un aumento en el volumen de la 

pieza intermedia originaría un aumento en la cantidad de energía necesaria para la 

motilidad del espermatozoide (Malo et al., 2006; Tourmente et al., 2009) y un 

alargamiento de la cabeza del espermatozoide podría reducir la resistencia experimentada 

por la célula espermática, lo que implicaría un aumento de la velocidad de los 

espermatozoides.  

 

De este modo, en ciervo ibérico se ha comprobado que las relaciones entre los diferentes 

componentes de la célula espermática podrían influir en su velocidad (Malo et al., 2006; 

Gomendio et al., 2007), habiéndose demostrado en estudios intraespecíficos, que la forma 

del espermatozoide ejerce una fuerte influencia en su velocidad, siendo más rápidos lo 

espermatozoides con cabezas más alargadas, piezas intermedias más cortas y piezas 

terminales más largas en relación con la longitud total del flagelo. Por lo tanto, en las 

poblaciones naturales, la gran variación entre los machos en cuanto a la forma de sus 

espermatozoides conlleva diferencias en su velocidad que, a su vez, determinan las 

diferencias en las tasas de fertilidad (Gomendio et al., 2007). Asimismo, las diferencias 

observadas en los porcentajes de fertilidad entre machos mostraron una fuerte asociación 

con las tres velocidades objetivas proporcionadas por el análisis CASA: VCL, VSL y VAP 

(Malo et al, 2005a) y con VSL (Gomendio et al., 2007; Gomendio y Roldán, 2008).  

 

En lo que se refiere a la criopreservación espermática, la experiencia ha demostrado que 

los espermatozoides de las diferentes especies varían considerablemente en su 

criosensibilidad, existiendo además diferencias evidentes entre individuos (Yu et al. 2002). 

Por ello, es una herramienta fundamental en el desarrollo y aplicación de las TRA, 

especialmente cuando los espermatozoides han sido obtenidos postmortem, pues los 

cambios en la fisiología y morfología de los espermatozoides que lleva asociados, pueden 

ocasionar daños a las mitocondrias, al acrosoma y al flagelo (Wooley y Richardson, 1978), 

provocando una disminución de su viabilidad y de la fertilidad (Watson, 2000; Garde et 

al., 2006).  

 

Estas modificaciones estructurales producidas por la congelación en la membrana de las 

células espermáticas se asocian principalmente a la alteración de la capacidad de 
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abastecimiento de energía que afectaría al metabolismo celular y otras funciones (Cerolini 

et al, 2001; Dziekonska et al., 2009), siendo la motilidad de los espermatozoides 

especialmente sensible a tales cambios (O´Connell et al., 2002). Así, la estructura 

responsable de la motilidad puede verse afectada como consecuencia de los cambios de 

permeabilidad en la membrana plasmática de la región de la cola del espermatozoide, la 

alteración de la disponibilidad de energía o el daño en la región del axonema. Tras la 

congelación se ha encontrado una gran cantidad de cristales de hielo en la mitocondria y 

alteraciones en la membrana de la misma, además de otros daños producidos en los brazos 

radiales del axonema (Courtens et al., 1989; Windsor y White, 1995; O’Conell et al., 

2002), habiéndose demostrado que la perdida de motilidad e integridad de la membrana de 

los espermatozoides se manifiesta durante la descongelación (Holt et al., 1992). 

 

Además, estos cambios fisiológicos y morfológicos en los espermatozoides pueden inducir 

estrés oxidativo y originar un descenso de los antioxidantes en el semen (Aisen et al., 

2005; Peris et al., 2007), afectando a la calidad espermática a la descongelación. El estrés 

oxidativo tiene un papel importante en la fisiología de las células espermáticas, 

especialmente en el caso de los espermatozoides de epidídimo que no tienen contacto con 

el plasma seminal, el cual contribuye a la defensa antioxidante del semen.  

 

Por otro lado, la variabilidad entre machos también afecta a la resistencia de sus 

espermatozoides a los daños derivados de la criopreservación (Esteso et al., 2006; Loomis 

y Graham, 2008; Ramón et al., 2012), lo que es posible que acentúe aún más las 

diferencias a la descongelación entre los machos. 

 

Profundizando en la criorresistencia de los espermatozoides, es importante entender los 

factores que pueden afectarle para poder establecer protocolos de trabajo fiables. Así, Soler 

(2003) encontró relación entre la resistencia a la congelación de los espermatozoides de 

ciervo ibérico y los valores de motilidad y calidad del movimiento obtenidos después de la 

descongelación, habiéndose comprobado en un trabajo más reciente, que los machos que 

mostraban peores resultados de resistencia a la congelación se caracterizaban por presentar 

altos porcentajes de espermatozoides con un modelo de motilidad débil, mientras que los 

machos cuyos espermatozoides mostraban una buena resistencia a la congelación se 

caracterizaban por tener un porcentaje mayor de espermatozoides con un modelo de 
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motilidad progresiva e hiperactivada, así como un menor porcentaje de espermatozoides 

con un patrón de motilidad débil (Ramón et al., 2012).  

 

En cuanto a otras especies, en perro (Nuñez-Martínez et al., 2006) y en toro (Muiño et al., 

2008) también se ha observado que los eyaculados que contenían una mayor proporción de 

espermatozoides rápidos y progresivos fueron los que motraron un mayor resistencia a la 

congelación, además de una mayor longevidad tras la misma. Asimismo, en jabalí se ha 

comprobado que los animales cuyos eyaculados tenían una mayor calidad espermática en 

la descongelación, también mostraban los mayores porcentajes de morfología normal y de 

motilidad de los espermatozoides antes de la congelación (Roca et al., 2006 ).  

 

Por tanto, al ser la calidad a la descongelación uno de los factores más importantes para 

obtener un buen porcentaje de éxito en la IA., es fundamental estudiar las particularidades 

de las distintas especies con objeto de minimizar los daños producidos, consiguiendo los 

protocolos de congelación más adecuados a cada una de las especies. Así, en el caso de los 

cérvidos se ha demostrado que, incluso dentro del mismo género, las distintas especies de 

ciervos requieren diferentes protocolos de crioconservación (Cheng et al., 2004).  

 

Por ello, aunque la congelación de semen en cérvidos se ha venido realizando desde hace 

bastantes años con resultados aceptables (Jaczewski et al., 1978; Krzywinski, 1981; Asher 

et al., 2000), durante la última década se ha realizado un gran avance en el estudio y 

mejora de sus protocolos de criopreservación (Soler et al., 2003; Fernández-Santos et al., 

2006abc, 2007; Garde et al., 2008; Martínez-Pastor et al., 2009; Dominguez-Rebolledo et 

al., 2010ab, 2011; Anel-López et al., 2012). 

 

Continuando con los daños que experimentan los espermatozoides durante la congelación-

descongelación, el origen de los mismos se ha atribuido a diversos factores tales como 

cambios en la temperatura, formación de cristales de hielo, daño oxidativo, alteraciones en 

las membranas espermáticas, daño en el ADN, toxicidad a los crioprotectores o estrés 

osmótico, siendo este último uno de los efectos más nocivos (Watson 1995). La respuesta 

de los espermatozoides a los cambios osmóticos y su habilidad para regular el volumen 

celular es una característica estrechamente relacionada con la congelabilidad (Holt et al., 

1992; Petrunkina et al., 2004), y esta habilidad para regular el volumen celular está a su 
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vez relacionada con la motilidad espermática (Yeung y Cooper, 2001). Así, en algunas 

especies se ha demostrado que los daños producidos por el estrés al que se encuentran 

sometidos los espermatozoides durante la criopreservación (Rasul et al., 2001), se 

manifiestan sobre todo como una pérdida de la motilidad del espermatozoide (Garde et al., 

2003,2008; Soler et al., 2003, 2005; Cremades et al., 2005; Fernández-Santos et al., 2006c; 

2009; Álvarez et al., 2008) así como en una disminución de la integridad acrosomal 

(O´Connor et al., 1981; Swanson et al., 1997; Fernández Santos et al., 2006c). 

 

No obstante, en el caso del ciervo ibérico la calidad del movimiento mostrada después de 

la descongelación ha sido buena (Soler, 2003; Malo et al., 2005a; Martínez-Pastor, 2005, 

2009; Fernández-Santos et al., 2009), aunque a pesar de haberse conseguido unos buenos 

resultados de motilidad, la progresividad ha sido baja (Anel et al., 2012). En cuanto a otras 

especies de cérvidos, también se han obtenido niveles aceptables en la motilidad a la 

descongelación en el ciervo de Cola blanca (Odocoileus cola blancanus) (Jacobson et al., 

1989), gamo (Dama dama) (Asher et al., 1993), ciervo Axis (Axis axis) (Dradjat, 1997), 

ciervo rojo (Cervus elaphus) (Fennessy et al, 1990; Zomborszky et al, 1999 Asher et al, 

2000) y ciervo de Eld (C. eldi thamin) (Montfort et al., 1993; Ritten et al., 2012). 

 

Continuando con la estimación de la motilidad después de la descongelación de las 

muestras, o después de haberlas sometido a 1 o 2 horas de incubación a 37ºC, se ha 

correlacionado positivamente con la fertilidad (Saacke y White, 1972; Roth et al., 1999; 

Malo et al., 2005a; Gomendio, 2006a; Gomendio y Roldán, 2008) y con el porcentaje de 

concepción mediante la aplicación de la IA en ciervo ibérico (Malo et al., 2005a), ciervo 

de Cola blanca (Jacobson et al., 1989) y en gamo (Jabbour et al., 1993), comprobándose 

que el mantenimiento de la motilidad y de la viabilidad de los espermatozoides después del 

proceso de criopreservación es esencial para conseguir buenos resultados en IA con semen 

descongelado (Asher et al., 2000). Además en ciervo ibérico se ha observado, que 

mejorando la resistencia durante la congelación, se aumenta la viabilidad a la 

descongelación de las células espermáticas descongeladas, y como consecuencia se 

mejoran los resultados de la IA, consiguiéndose mejores tasas de fertilidad (Fernández-

Santos, 2006). Por otro lado en orix (Oryx dammath), Roth et al. (1999) obtuvieron una 

correlación positiva entre la longevidad de la motilidad espermática después de la 

descongelación y el éxito de la fecundación in vitro (FIV). 
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Por lo expuesto anteriormente, se han estudiado diferentes protocolos de criopreservación 

con objeto de optimizar el mantenimiento de la calidad espermática, para lo cual se han 

realizado numerosos trabajos de evaluación del efecto de la criopreservación sobre la 

motilidad de los espermatozoides (Ragni et al., 1990; Verheyen et al., 1993; Soler et al., 

2003a; Martínez-Pastor et al., 2004b, 2005, 2009; Garde et al., 2008; Domínguez-

Rebolledo et al., 2010ab, 2012; Anel-López et al., 2012). A pesar de ello, aun no se ha 

conseguido estandarizar un protocolo de congelación-descongelación que optimice el 

mantenimiento de la calidad (Kiran et al., 2004), aunque en el caso del ciervo ibérico, en 

los últimos años se han logrado una serie de mejoras en los protocolos de criopreservación 

para las muestras espermáticas epididimarias (Fernández-Santos et al., 2006 a,b,c; Garde et 

al., 2008; Martínez-Pastor et al., 2009; Dominguez-Rebolledo et al., 2010ab, 2012; Anel-

López et al., 2012). 

 

En lo referente a la incubación de las muestras espermáticas, se realiza “in vitro” a la 

temperatura corporal de los espermatozoides después de haberlos sometido a un proceso de 

congelación-descongelación, para de esta forma, simular condiciones “in vivo” (Rota et al., 

1997; Peña y Linde-Forsberg, 2000).  

 

La sensibilidad de los espermatozoides a los cambios extremos de temperatura puede dar 

lugar una mala supervivencia de los mismos durante la incubación (Bag et al., 2004), 

manifestándose entonces los daños producidos durante el proceso de congelación-

descongelación. Por tanto, la evaluación de la calidad seminal se estima de una forma más 

precisa si se realiza un seguimiento de la motilidad espermática a lo largo de un 

determinado período de incubación a 37 ºC, en vez de una estimación puntual (Peláez, 

2002), ya que la evaluación post-incubación, parece ser más discriminante que la 

evaluación realizada inmediatamente después de la descongelación (Soler et al., 2003). 

 

A pesar de ello, en ciervo ibérico se han conseguido resultados aceptables respecto a la 

calidad del semen después de someter a los espermatozoides a un proceso de incubación. 

Así, en un experimento realizado por Monfort et al. (1993) en ciervo de Eld (Cervus eldi 

thamin), la calidad espermática fue alta (60-75%) después de la descongelación, 

descendiendo moderadamente después de someter las muestras a 3 horas de incubación 
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(50-55%). En otro estudio, Anel-López et al. (2012) comprobaron que aunque la motilidad 

de los espermatozoides de ciervo ibérico descendía significativamente tras la incubación de 

las muestras, continuaba siendo aceptable después de 6 horas de incubación a 39ºC. 

Respecto a los parámetros objetivos de velocidad, no descendieron significativamente con 

la incubación, observándose un ligero descenso de LIN y WOB (índice de oscilación) y un 

ligero aumento de VCL y ALH. Asimismo, en otros dos trabajos realizados también con 

ciervo ibérico, se comprobó que se producía un descenso significativo en la motilidad total 

y en los valores de VAP y ALH entre la descongelación y tras la incubación de las 

muestras epididimarias a 37ºC durante 2 horas (Domínguez-Rebolledo et al., 2011), y 

durante 2 y 4 horas (Mata-Campuzano et al., 2012), manteniéndose el índice LIN con 

valores similares.  

 

Por todo lo expuesto, en el primer experimento de esta tesis se han analizado los 

parámetros objetivos de motilidad de los espermatozoides mediante el sistema CASA para 

las muestras espermáticas de epidídimo de ciervo ibérico recién recuperadas de la cola del 

epidídimo, las obtenidas después del proceso de congelación-descongelación y por último 

tras una incubación post-descongelación de 2 h. El objetivo de este experimento ha sido 

caracterizar la motilidad de los espermatozoides mediante la determinación de los valores 

de sus principales parámetros cinéticos objetivos para su uso en inseminación artificial, así 

como determinar el efecto del proceso de congelación-descongelación sobre esos 

parámetros objetivos de motilidad.  
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2.1.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

CARACTERIZACIÓN OBJETIVA DE LOS PARÁMETROS DE MOTILIDAD ESPERMÁTICA EN 

LAS MUESTRAS EPIDIDIMARIAS DE CIERVO RECIÉN OBTENIDAS 

 

Se analizaron muestras procedentes de 195 venados, descartando 14 de las muestras por no 

presentar calidad suficiente para obtener resultados fiables mediante el análisis por el 

sistema CASA. Las muestras fueron analizadas después de prepararlas siguiendo la 

metodología descrita en el apartado 3.2.4. de esta tesis. Se analizó un número medio de 

92,8 ± 44,5 espermatozoides móviles por muestra. 

 
CARACTERIZACIÓN OBJETIVA DE LOS PARÁMETROS DE MOTILIDAD ESPERMÁTICA EN 

LAS MUESTRAS EPIDIDIMARIAS DE CIERVO DESCONGELADAS 

 

Para el análisis de espermatozoides epididimarios descongelados de ciervo ibérico, se 

utilizaron 181 muestras, que fueron analizadas mediante el sistema objetivo CASA, 

inmediatamente después de su descongelación. Las muestras fueron analizadas tras 

prepararlas siguiendo la metodología descrita en el capítulo 1.3 de esta tesis, evaluándose 

un número medio de 76,7 ± 36,5 espermatozoides móviles por muestra. 
 

 
CARACTERIZACIÓN OBJETIVA DE LOS PARÁMETROS DE MOTILIDAD ESPERMÁTICA EN 

LAS MUESTRAS EPIDIDIMARIAS DE CIERVO DESPUÉS DE LA INCUBACIÓN  

 

El análisis objetivo de los parámetros de motilidad se realizó por medio del software del 

módulo de motilidad del analizador CASA, tras la incubación del material espermático 

descongelado en el diluyente de congelación durante 2 horas a 37ºC. 

 

Aunque para el análisis de espermatozoides sometidos al proceso de incubación se partió 

de las 181 muestras utilizadas para el análisis tras la descongelación, sólo se analizaron 

167 mediante CASA, ya que el resto no tenían la calidad mínima necesaria para analizar 

mediante este sistema. La metodología seguida fue igual a la utilizada en semen recién 

obtenido y descongelado (metodología descrita en capítulo 1.3), evaluándose en este caso 

un número medio de 64,2 ± 28,4 espermatozoides móviles por muestra. 
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COMPARACIÓN  DE LOS PARÁMETROS OBJETIVOS DE MOTILIDAD EVALUADOS ENTRE 

LAS MUESTRAS EPIDIDIMARIAS DE CIERVO RECIÉN OBTENIDAS, INMEDIATAMENTE 

DESPUÉS DE LA DESCONGELACIÓN, Y TRAS LA POST-DESCONGELACIÓN. 

 

Para estudiar los efectos de la criopreservación sobre los parámetros objetivos de motilidad 

medidos mediante CASA se realizaron análisis de comparación de medias entre los 

parámetros objetivos de motilidad medidos para las muestras epididimarias recién 

obtenidas, los obtenidos para esas mismas muestras después de la descongelación y los 

observados tras la incubación en el diluyente de congelación durante 2 horas a 37ºC. El 

grado de asociación entre las motilidades observadas entre los tres grupos de muestras se 

realizó mediante un análisis de regresión lineal, considerándose significativa cuando 

P<0,05. 
 

 

2.1.3. RESULTADOS 

 

CARACTERIZACIÓN OBJETIVA DE LOS PARÁMETROS DE MOTILIDAD ESPERMÁTICA EN 

LAS MUESTRAS EPIDIDIMARIAS DE CIERVO RECIÉN OBTENIDAS 

 

Como se esperaba, los valores de velocidad más altos correspondieron a la velocidad curvilínea 

(111,9 (µm/s), seguidos de la velocidad media (82,3 (µm/s), y por último de la lineal (62,2 (µm/s). 

Para los índices de linealidad y rectitud se obtuvieron porcentajes medios de 62,2 % y 81,4 % 

respectivamente, y para la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza y la frecuencia de 

batido, los valores medios fueron de 3,79 µm y de 13,20 Hz (tabla 2).  

Tabla 2. Valores medios, desviación estándar, y rangos de los principales parámetros cinéticos objetivos en 
muestras de epidídimo recién obtenidas. 
 
Parámetros objetivos de motilidad Media ± desviación estándar Rango 

VCL (µm/s)  111,9 ± 19,6 67,1 – 170,9 

VSL (µm/s)  69,2 ± 19,2 14,7 – 140,2 

VAP (µm/s)  82,3 ± 20,7 27,7 – 155,7 

LIN (%) 62,2 ± 10,2 22,2 – 86,0 

STR (%) 81,4 ± 7,7 45,3 – 94,7 

ALH (µm) 3,8 ± 0,7 2,50 – 7,0 

BCF (Hz) 13,2 ± 1,2 10,4 – 22,0 

VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad lineal, VAP: velocidad de la trayectoria media, LIN: índice de linealidad, 
STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batido. 
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CARACTERIZACIÓN OBJETIVA DE LOS PARÁMETROS DE MOTILIDAD ESPERMÁTICA EN 

LAS MUESTRAS EPIDIDIMARIAS DE CIERVO DESCONGELADAS 

 

En la tabla 3 se detallan los valores medios, la desviación estándar, y los valores mínimos y 

máximos obtenidos para los principales parámetros cinéticos. La evaluación se realizó 

mediante la metodología de análisis CASA después de la descongelación de las muestras 

espermáticas de epidídimo. Los resultados se muestran como medias ± desviación 

estándar. 

 
Tabla 3. Valores medios, desviación estándar, y rangos de los principales parámetros cinéticos objetivos 
después de la descongelación de las muestras epididimarias de ciervo. 
 
Parámetros cinéticos objetivos  Media ± desviación estándar Rango 

VCL (µm/s)  123,4 ± 21.8 68,1 – 178,8 

VSL (µm/s)  79,9 ± 20,3 30,6 – 146,0 

VAP (µm/s)  94,0 ± 23,0 11,9 – 157,5 

LIN (%) 63,5 ± 8,6 38,8 – 84,2 

STR (%) 81,5 ± 6,5 59,6 – 93,3 

ALH (µm) 4,5 ± 0,8 2,5 – 6,7 

BCF (Hz) 13,5 ± 0,9 10,0 – 16,1 

VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad lineal, VAP: velocidad de la trayectoria media, LIN: índice de linealidad, 
STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batido. 
 

Como era de esperar, los valores de velocidad más altos después de la descongelación de 

las muestras corresponden a la velocidad curvilínea, seguidos de la velocidad de la 

trayectoria media, la cual presentó el rango más amplio de valores, y por último de la 

lineal. Para los índices de linealidad y rectitud se obtuvieron porcentajes medios de 63,5 ± 

8,6 % y 81,5± 6,5 respectivamente. Por último, el valor medio de la amplitud del 

desplazamiento lateral de la cabeza fue de 4,5 ± 0,8 µm, y el de la frecuencia de batido fue 

de 13,5± 0,9 Hz. 
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CARACTERIZACIÓN OBJETIVA DE LOS PARÁMETROS DE MOTILIDAD ESPERMÁTICA EN 

LAS MUESTRAS EPIDIDIMARIAS DE CIERVO DESPUÉS DE LA INCUBACIÓN  

En la tabla 4 se muestran los valores medios, el error estándar, y los valores mínimos y 

máximos obtenidos para los parámetros cinéticos mediante análisis objetivo de motilidad 

después de la incubación de las muestras. Los resultados se muestran como media  

desviación estándar. 

 
Tabla 4. Valores medios, desviación estándar, y rangos, de los principales parámetros cinéticos objetivos 
después de la incubación de las muestras epididimarias de ciervo. 
 

Parámetros cinéticos objetivos  Media ± desviación estándar Rango 

VCL (µm/s)  112,3 ±19 ,6 68,7 – 214,1 

VSL (µm/s)  60,3 ± 19,4 18,8 – 135,3 

VAP (µm/s)  77,3 ± 20,8 38,5 –168,7 

LIN (%) 53,7 ± 10,3 21,8 – 80,6 

STR (%) 74,9 ± 7,8 34,8 – 90,7 

ALH (µm) 4,7 ± 0,9 0,1 – 7,4 

BCF (Hz) 13,6 ± 1,9 0,1 – 17,8 

VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad lineal, VAP: velocidad de la trayectoria media, LIN: índice de linealidad, 
STR: índice de rectitud  
 

Al igual que en los dos casos anteriores, los valores más altos de velocidad después del 

proceso de incubación corresponden a la velocidad curvilínea (112,3 µm/s), seguidos de la 

velocidad media (77,3 µm/s), y por último de la lineal (60,3 µm/s), mostrando unos rangos 

amplios en los tres casos. Para los índices de linealidad y rectitud se obtuvieron porcentajes 

medios de 53,7 % y 74,9 % respectivamente, siendo sus rangos más estrechos que los 

obtenidos para las velocidades. Por último señalar que, el valor medio de la amplitud del 

desplazamiento lateral de la cabeza fue de 4,7 µm, y el de la frecuencia de batido de 13,6 

Hz. 
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COMPARACIÓN DE LOS PARÁMETROS OBJETIVOS DE MOTILIDAD  ENTRE LAS 

MUESTRAS EPIDIDIMARIAS DE CIERVO RECIÉN OBTENIDAS, INMEDIATAMENTE 

DESPUÉS DE LA DESCONGELACIÓNY TRAS LA INCUBACIÓN DE LA MISMAS. 

 

En la tabla 5 se muestra la comparación de los parámetros cinéticos de motilidad de las 

muestras epididimarias de ciervo recién obtenidas, las evaluadas inmediatamente después 

de la descongelación y tras la incubación de las mismas. Los resultados se muestran como 

medias ± error estándar de la media y pueden apreciarse gráficamente en las figuras 14 y 

15. 

 
Tabla 5. Valores medios y error estándar de la media de los principales parámetros objetivos de motilidad en 
los tres grupos de muestras estudiados. 
 
Parámetros cinéticos 

objetivos CASA 

Muestras 

iniciales  

Muestras 

descongeladas 

Significac. 

inic-desc 

Muestras 

incubadas  

Significac.desc

-incub 

VCL (µm/s)  111,9 ± 1,5 123,4 ± 1,5 *** 112,3 ± 1,3 *** 

VSL (µm/s)  69,2 ± 1,5 79,9 ± 1,4 *** 60,3 ± 1,3 *** 

VAP (µm/s)  82,3 ± 1,6 94,0 ± 1,5 *** 77,3 ± 1,4 *** 

LIN (%)   62,2 ± 0,8 63,5 ± 0,6 n.s. 53,7 ± 0,7 *** 

STR (%)   81,4 ± 0,6 81,5 ± 0,4 n.s. 74,9 ± 0,5 *** 

ALH (µm) 3,8 ± 0,1 4,5 ± 0,1 *** 4,7 ± 0,1 n.s. 

BCF (Hz) 13,2 ± 0,1 13,5 ± 0,1 ** 13,6 ± 0,1 n.s. 

VCL: velocidad urvilínea, VSL: velocidad lineal, VAP: velocidad de la trayectoria media, LIN: índice de linealidad, 
STR: índice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batido. 
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; n.s. no significativo) 

 

Los valores de las tres variables de velocidad fueron más altos inmediatamente después de 

la descongelación que en las muestras recién obtenidas o en las incubadas tras la 

descongelación. Los valores más bajos corresponden a las muestras incubadas, con la única 

excepción de la VCL, que presenta el menor valor en las muestras recién obtenidas. Tanto 

VCL como VSL y VAP, presentaron diferencias significativas (p<0,001) entre las 

muestras iniciales, las evaluadas inmediatamente después de la descongelación, y tras la 

incubación. 
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Figura 14. Comparación de los valores medios y error estándar de la media para VCL, VSL, VAP, LIN y 

STR medidos en muestras epididimarias iniciales, después de la descongelación e incubadas. 
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VCL: velocidad curvilínea, VSL: velocidad lineal, VAP: velocidad de la trayectoria media, LIN: índice de linealidad, 
STR: índice de rectitud. 

 

En cuanto a los índices LIN y STR, muestran valores parecidos entre las muestras recién 

obtenidas y las descongeladas, aunque ligeramente más altos para estas últimas. Sin 

embargo, sí se observaron diferencias significativas entre los valores de estas variables 

entre las muestras incubadas y el resto (p<0,001). 

 

Los valores medios de ALH fueron más altos en las muestras epididimarias incubadas. 

Este parámetro presentó diferencias altamente significativas (p<0,001) al compararlo con 

el obtenido en las muestras iniciales, pero no con las descongeladas (p>0,05).  

 

Por último, el valor de BCF fue ligeramente superior en las muestras incubadas, siendo el 

grado de significación más bajo al compararlo con la BCF de las muestras iniciales 

(p<0,01). Sin embargo, no hubo diferencias para esta variable entre las muestras incubadas 

y las descongeladas. 
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Figura 15. Valores medios y errores estándar de la media de ALH y BCF medidos en muestras epididimarias 
iniciales, después de la descongelación e incubadas. 
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ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batido. 

 

Es importante destacar que después de la criopreservación, los valores medios de todos los 

parámetros estudiados se incrementaron respecto a los valores iniciales. Sin embargo, al 

realizar la comparación con los parámetros de motilidad estudiados inmediatamente 

después de la incubación, se apreció una disminución para todos los parámetros objetivos, 

excepto para ALH y BCF  

 

 

2.1.4. DISCUSIÓN 

 

En este estudio, entre un amplio número de parámetros cinéticos calculados por el sistema 

CASA, se han seleccionado los utilizados en la amplia mayoría de las publicaciones (VCL, 

VSL, VAP, STR, LIN, ALH y BCF), por ser éstos los que han demostrado ser más útiles 

en la caracterización del movimiento de los espermatozoides, o en la predicción de la 

capacidad fecundante de una muestra de semen (Barat et al., 1993; Krause, 1995; Farell et 

al., 1998; Larsen et al., 2000; Kasimanickam et al., 2006; Gomendio y Roldán, 2008). Así, 

en algunos trabajos se ha demostrado que VCL, VSL, ALH y LIN son los parámetros 

objetivos que correlacionan de manera más significativa con la fertilidad de una muestra 

espermática (Aitken et al., 1984; Barrat et al., 1993; Irvine et al., 1994; Paston et al., 1994; 
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Krause, 1995; Kasai et al., 2002), habiéndose indicado resultados similares con semen de 

ciervo ibérico (Malo et al., 2005a; Gomendio et al., 2007).  

 

Por otro lado, en un estudio realizado por Ramón et al. (2013), se comprobó que los 

ciervos que mostraban una fertilidad baja, presentaban un movimiento lento y tenían 

espermatozoides con valores bajos de VCL y VAP. Sin embargo, los ciervos con altos 

índices de fertilidad presentaban un descenso en el número de espermatozoides lentos y 

mayores valores de VCL.  

 

Respecto al patrón de movimiento observado en esta tesis, se puede decir que los 

espermatozoides frescos recuperados del epidídimo de ciervo ibérico se muestran activos, 

presentan una motilidad progresiva y no alteran la dirección de su trayectoria excepto 

cuando chocan entre ellos o se cruzan con obstáculos. Asimismo, los valores de los 

parámetros objetivos de motilidad observados en esta tesis son muy similares a los 

presentados en otros trabajos para el ciervo ibérico (Malo et al. 2005a; Gomendio et al., 

2006a), ligeramente superiores a los observados por Martínez-Pastor et al. (2005c) y 

Fernández-Santos et al . (2009) y mayores a los indicados por Martínez et al., (2008).  

 

Las diferencias señaladas podrían obedecer a dos razones, una estaría basada en los 

diferentes meses de recogida de las muestras, puesto que tanto Malo et al. (2005) como en 

este trabajo, las muestras se recogieron durante toda la época reproductiva, y por tanto 

también después de la berrea, cuando los parámetros de motilidad son más altos (Martínez-

Pastor et al., 2005a,b), mientras que en los otros casos, se recogieron en los meses de 

noviembre y diciembre (Fernández-Santos et al. 2009) y en la primera quincena de 

diciembre (Martínez-Pastor et al., 2005c). La segunda razón podría deberse a los diferentes 

intervalos de tiempo transcurridos entre la muerte del animal y la llegada de los testículos 

al laboratorio para el análisis de las muestras. Estos tiempos fueron mayores en el estudio 

de Martínez et al. (2008), y de Martínez-Pastor et al. (2005a), oscilando entre 18 y 26 h 

post-mortem en el primer caso, y de 24 h post-mortem en el segundo; mientras que en los 

experimentos de Malo et al. (2005a), el tiempo transcurrido fue considerablemente menor, 

y similar al utilizado en esta tesis (entre 3 y 8 horas post-mortem).  
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En este sentido, algunos autores trabajando con diferentes especies han comprobado que 

varios parámetros de la motilidad se alteran tan pronto transcurren unas pocas horas desde 

la muerte del animal (Soler et al, 2003a,d;. Kaabi et al, 2003; Hishinuma et al., 2003). En 

el caso del ciervo ibérico, Garde et al. (1998) reportaron que el tiempo transcurrido entre la 

muerte del venado y la recogida de las muestras epididimarias influía en la calidad de las 

mismas. Asimismo, Fernández-Santos et al (2009) comprobaron que durante las primeras 

96 h desde la muerte del animal, las motilidades total y progresiva no se reducen 

significativamente cuando se evalúan después de la criopreservación; aunque sí muestran 

una disminución significativa cuando los epidídimos de los ciervos se almacenan durante 

192 horas a 5ºC (P <0,001). Así, la pérdida de VCL y la variación de ALH y BCF 

observadas, podrían reflejar la desregulación de los mecanismos implicados en la motilidad 

espermática debido al tiempo transcurrido post-mortem, pues después de la muerte del 

animal, los espermatozoides sufren un proceso degenerativo en el epidídimo debido a la 

descomposición del tejido después de la muerte. 

 

Por otro lado, Martínez-Pastor et al. (2005a) observaron que el porcentaje de acrosomas 

intactos, la integridad de la membrana, la viabilidad, y los parámetros objetivos de 

motilidad en ciervo ibérico y corzo (excepto STR en el caso del corzo) presentaron 

importantes correlaciones negativas respecto al tiempo transcurrido post-mortem. Además, 

Hishinuma et al. (2002) encontraron un descenso del porcentaje de motilidad en los 

espermatozoides de epidídimo de ciervo sika conservados a 4ºC durante 24 h (41,9%), 

respecto a los congelados el mismo día de la recogida (58,1%).  

 

En cuanto a la comparación con otras especies, los valores de VCL, VSL, VAP, y ALH  

obtenidos en el análisis objetivo de semen de epidídimo de ciervo ibérico en este estudio 

son, en general, inferiores a los observados en otras especies. Sin embargo no ocurre lo 

mismo para los valores de los índices STR, y LIN, que suelen ser similares o más altos. 

 

Así, en hámster dorado (mesocricetus auratus) (Jayaprakash et al., 1997) y en ratón 

silvestre (apodemos sylvaticus) (Grover et al., 2005), los tres parámetros objetivos de 

velocidad y ALH, fueron considerablemente mayores, mientras que los de LIN, STR y 

BCF fueron más bajos. En rata (rattus novergicus) se repiten estos resultados, si bien en 

este caso deben destacarse los altos valores observados para VCL, con cifras comprendidas 
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entre 344,64 µm/s y 480,8 µm/s. Este modelo de movimiento con altos valores de VCL y 

ALH es característico de los roedores (Li-Chun et al., 2004). 

 

En el caso de espermatozoides de epidídimo de tití común (Morrell, 1997) los valores de 

VCL, VSL, VAP y ALH, también son mayores que los obtenidos para ciervo ibérico, 

aunque en este caso los valores de LIN y STR fueron similares, y solamente los de BCF 

fueron menores.  

 

En el toro, los espermatozoides de epidídimo (Goovaerts et al., 2006) mostraron una VCL 

mayor que la observada en esta tesis para ciervo ibérico (173,5 vs. 118,9 µm/s), mientras 

que el índice STR fue ligeramente inferior (80,5 vs. 81,41%), y ALH (6,1 vs. 3,79 µm) 

muy superior. 

 

Por último, en los trabajos realizados con muestras procedentes de epidídimo en porcino, 

se ha podido comprobar que sus espermatozoides se caracterizan por mostrar un 

movimiento más curvilíneo, con trayectorias poco lineales y por tanto, los valores de VCL 

mostrados han sido bastante más altos a los de ciervo ibérico, siendo los índices LIN y 

STR más bajos (Suzuki y Nagai, 2003), lo que genera un batido de gran amplitud, con una 

elevada potencia pero una baja progresividad. 

 

Por tanto, los datos señalados anteriormente indican que la mayoría de las especies 

animales cuyos espermatozoides epididimarios han sido analizados para los parámetros 

objetivos de motilidad, muestran un vigor superior a los de ciervo, pero una progresividad 

menor.  

 

Respecto a la comparación según el origen de los espermatozoides, en ciervo ibérico 

(Martínez et al., 2008) se ha comprobado que la calidad del movimiento es mucho mayor 

en muestras obtenidas mediante electroeyaculación que en las obtenidas post-mortem, con 

diferencias considerables en los valores de VCL (112 vs. 53 µm/s), VSL (88 vs. 26 µm/s), 

LIN (81 vs. 44%), ALH (3,9 vs. 2,1 µm), y BCF (9,5 vs. 8,2 Hz). En toro también se ha 

observado que los espermatozoides de epidídimo muestran valores mayores de VCL y 

ALH y menores de STR, además de unos porcentajes más bajos de motilidad y 

progresividad que los procedentes de eyaculado (Goovaerts et al., 2006). Por otro lado, 
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Blash et al. (2000), manifestaron que el porcentaje de espermatozoides vivos era 

significativamente mayor en los espermatozoides procedentes de epidídimo, cuando se 

comparaban con los de eyaculado. Por tanto, hay que tener en cuenta estas diferencias 

entre las características de los espermatozoides de eyaculado y los procedentes de 

epidídimo, cuando se realizan comparaciones con otros estudios realizados en ciervo.  

 

En relación a la criopreservación espermática, destacar que el uso de la IA con semen 

congelado se ha expandido considerablemente en los últimos años, siendo la combinación 

de la criopreservación de espermatozoides con la IA, el método de TRA que se más se ha 

aplicado en cérvidos (Asher et al. 2000). Pero la exposición de los espermatozoides a la 

refrigeración y al proceso de congelación - descongelación, puede afectar a su calidad 

inicial, siendo la motilidad uno de los parámetros más afectados (Watson, 1995), por lo 

que teniendo en cuenta que el conocimiento de la motilidad de los espermatozoides es 

fundamental por haber sido correlacionada con la fertilidad (Budworth et al., 1988; Bag et 

al., 2004; Malo et al., 2005a; Gomendio et al., 2007; Ramón et al., 2012), es importante 

desarrollar un programa adecuado de IA basado en estudios preliminares sobre 

procedimientos de criopreservación del semen y de IA (Holt et al., 1996b). 

 

Como se ha indicado anteriormente, el proceso de congelación-descongelación suele estar 

asociado a un descenso del porcentaje de motilidad total, independientemente de cómo 

afecte a los parámetros objetivos de motilidad. Así, en esta tesis se ha observado un 

descenso del porcentaje de motilidad de las muestras epididimarias de ciervo tras la 

descongelación (61,15 ± 1,15 vs. 51,32 ± 1,19 %); sin embargo, los valores medios de los 

parámetros objetivos de velocidad se han mantenido altos, observándose un aumento de 

VAP (94,01 vs. 82,28 µm/s), VSL (79,92 vs. 62,16 µm/s) y VCL (123,38 vs. 111,85 µm/s). 

La amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) también experimentó un 

aumento después de la descongelación de las muestras (4,45 vs. 3,79 µm), y en cuanto al 

resto de parámetros analizados (LIN, STR y BCF), mostraron valores similares antes y 

después de la criopreservación.  

 

Estos resultados son comparables a los obtenidos por Martínez-Pastor et al. (2005c), 

quienes trabajando con muestras epididimarias de ciervo ibérico comprobaron que los 

parámetros VAP, ALH y BCF presentaban valores ligeramente más altos después del 
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proceso de criopreservación que en las muestras iniciales. Por otro lado, aunque se observó 

un descenso de LIN entre las muestras iniciales y en la precongelación, su valor se 

mantuvo entre la precongelación y después de la descongelación de las muestras. Es 

importante recordar, que los espermatozoides recién recuperados de la cola del epidídimo 

son generalmente más lentos y suelen presentar un batido flagelar débil que los 

procedentes de eyaculado. Sin embargo, cuando los espermatozoides entran en contacto 

con el diluyente, sufren algunos cambios que activan su motilidad (Gerver et al., 2001; 

Fernández-Santos et al., 2006a), lo que podría explicar en parte el aumento en algunos de 

los valores de los parámetros objetivos de motilidad después de la descongelación de las 

muestras, tal y como se observa en esta tesis. 

 

Por otro lado, en trabajos realizados anteriormente sobre criopreservación de semen de 

ciervo, los resultados también presentaron una motilidad aceptable tras la descongelación 

en especies como el ciervo del padre David, (Elaphurus davidianus) (40-55%) (Asher et 

al., 1988), el gamo (Dama dama) (70%) (Asher et al., 1993), el ciervo chital (Axis axis) 

(60-70%) (Dradjat, 1997), el ciervo rojo (Cervus elaphus) (30-70%) (Asher et al, 2000.; 

Fennessy et al, 1990;. Zomborszky et al, 1999) y el venado de Cola blanca (Odocoileus 

virginianus blancanus) (> 50%) (Jacobson et al., 1989).  

 

Respecto a la comparación con otras especies, Peña et al. (2003) encontraron una respuesta 

a la criopreservación acorde con los resultados de esta tesis, obteniendo un descenso en el 

porcentaje de espermatozoides móviles en semen descongelado de verraco, al compararlo 

con el semen fresco, mientras que los parámetros objetivos de motilidad eran 

significativamente más altos en las muestras descongeladas que en las iniciales.  

 

Además, en un trabajo llevado a cabo por Suzuki y Nagai (2003) con espermatozoides de 

epidídimo descongelados de verraco, los valores de VCL, BCF y ALH fueron 

considerablemente mayores a los observados en ciervo ibérico; aunque VAP, VSL y los 

índices STR y LIN fueron más bajos. Estos resultados indican que tras la descongelación, 

los espermatozoides de verraco presentan un movimiento más vigoroso, pero menos 

progresivo que los de ciervo ibérico.  
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En bovino se han estudiado ampliamente los efectos de la criopreservación en la función 

espermática. Así, Muiño et al. (2009) observaron que tras la descongelación de las 

muestras de semen, el porcentaje de motilidad total descendía moderadamente respecto al 

de semen fresco (82,3 ± 9,8% vs. 75,8 ± 12,8%). Además, en un trabajo posterior se indicó 

la existencia de una correlación positiva entre el porcentaje de espermatozoides incluidos 

en la subpoblación de movimiento muy rápido y muy progresivo (VCL= 132,4 ± 23,6 

µm/s; LIN= 62,3 ±14,1 %) y el de dicha subpoblación en semen descongelado (Muiño et 

al., 2008). 

 

En el caso del semen de caballo, la influencia de la criopreservación sobre los parámetros 

objetivos de motilidad también es similar a los obtenidos para ciervo ibérico en esta tesis, 

observándose un descenso en el porcentaje de espermatozoides móviles, pero un ligero 

incremento en los valores de la VCL y VSL después del proceso de congelación-

descongelación (Warnke et al. 2005).  

 

Respecto al semen de morueco, también se ha observado una disminución del porcentaje 

de espermatozoides móviles después de la descongelación, comprobándose además la 

existencia de un ligero descenso en VCL, ALH, y BCF,, pero un aumento de LIN, VSL y 

VAP, lo que implicaría una mejora de la progresividad los espermatozoides después de la 

criopreservación (Puchades et al., 2004).  

 

En general, al comparar los resultados obtenidos en esta tesis con los de otros trabajos, se 

observa una gran variabilidad en los resultados, siendo éstos en ocasiones muy dispares, 

por lo que a pesar de que en muchos casos se ha obtenido una buena resistencia de los 

espermatozoides al proceso de criopreservación, han sido numerosos los estudios en los 

que se ha observado un descenso de la motilidad (Ahmad y Chaudhry, 1980; Critser et al., 

1987; Budworth et al., 1988; Holt et al., 1988; Patil et al., 1998; Abaigar et al., 1999; 

Rasul et al., 2001; Brinsko et al., 2003), lo que podría deberse a que después del proceso 

de congelación-descongelación, la función espermática puede quedar dañada (Mazur, 

1984).  

 

Por otro lado, la disparidad en los resultados en algunos casos podría deberse a las 

diferencias en la resistencia a la congelación entre los espermatozoides eyaculados y los 
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que proceden directamente del epidídimo (Gilmore et al., 1998; Blash et al., 2000; 

Leboeuf et al., 2000; Martínez-Pastor et al., 2006b; Yamashiro et al., 2006), ya que los 

espermatozoides eyaculados han estado expuestos a las secreciones de las glándulas 

sexuales accesorias, las cuales causan alteraciones en las características de los 

espermatozoides (Braun et al., 1994; Graham, 1994) y en su capacidad de resistencia a la 

congelación (Yu et al., 2002).  

 

Así, se ha demostrado en diferentes especies que los espermatozoides eyaculados son más 

susceptibles al “choque frío” que los epididimarios (Rath y Niemann, 1997; Blash et al., 

2000), e incluso que los espermatozoides procedentes del epidídimo proximal son más 

resistentes que los de la cola del epidídimo y los eyaculados, sugiriendo que durante la 

maduración espermática, ocurren cambios que los hacen más susceptibles al “choque frío”, 

incluyendo la pérdida de fosfolípidos de la membrana (Jhonson et al. 1972). En este 

sentido, en macho cabrío se ha comprobado que la motilidad a la descongelación de los 

espermatozoides de epidídimo es mayor que la de los procedentes de eyaculado 

(Yamashiro et al., 2006),  

 

Además, el contacto con el diluyente de congelación puede alterar la motilidad de los 

espermatozoides (Okamura et al., 1995; De Paw et al., 2003) y, en el caso de los 

espermatozoides procedentes de muestras epididimarias, éstos pueden sufrir algunos 

cambios cuando entran en contacto con el diluyente, activándose su motilidad (Gerber et 

al., 2001; Fernández-Santos et al., 2006a). En este sentido, Martínez-Pastor et al. (2005) 

comprobaron que los espermatozoides de ciervo ibérico recién recuperados de la cola del 

epidídimo se movían lentamente y presentaban un batido del flagelo débil y un 

desplazamiento lento, que en ocasiones podían hacerlos parecer inmóviles; sin embargo, 

esto no ocurría en las muestras de la fase de precongelación, seguramente como 

consecuencia de la adición del diluyente, observándose un aumento importante del 

porcentaje de espermatozoides móviles en precongelación al compararlo con las muestras 

iniciales.  

 

En cualquier caso, a pesar del descenso del 15% en el porcentaje de espermatozoides 

móviles tras la descongelación, la mejora en los valores medios de los parámetros objetivos 

de motilidad observados en esta tesis, parece indicar que la metodología seguida en el 
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proceso de congelación-descongelación podría ser adecuada, posiblemente debido a la 

utilización de un diluyente, un crioprotector, y unas velocidades de refrigeración, 

congelación y descongelación adaptadas a la especie estudiada y al tipo de muestras 

(Mazur, 1984; Parks y Graham, 1992; Salamon y Maxwell, 1995; Watson, 1995; Watson, 

2000; Holt, 2001), que en este caso han sido las procedentes de los epidídimos de ciervo 

ibérico. Así, se ha comprobado que el daño que experimentan los espermatozoides durante 

la criopreservación disminuye si se elige el diluyente de congelación apropiado.  

 

Otra razón podría ser que, los espermatozoides de epidídimo pueden experimentar algunos 

cambios que activan su motilidad al entrar en contacto con el diluyente (Gerber et al., 

2001; Martínez-Pastor et al., 2005), y una última explicación de esta aparente mejora de 

los parámetros de motilidad tras el proceso de congelación-descongelación, podría ser la 

muerte selectiva, debilitamiento o inmovilización de los espermatozoides menos móviles o 

con peores características después del proceso de congelación-descongelación, lo que 

llevaría asociado un aumento de los valores medios en los parámetros de motilidad a la 

descongelación al haber quedado excluidos del cálculo de la media los espermatozoides 

con los peores parámetros. Así, en otros trabajos también se han observado incrementos en 

los parámetros de motilidad, unidos a importantes reducciones del porcentaje de motilidad 

tras la descongelación (Fernández et al., 1990; Peña et al., 2003; Martínez-Pastor., 2005c; 

Anel et al., 2012). 

 

Como conclusión de los efectos del proceso de congelación-descongelación, en esta tesis 

se ha demostrado que los espermatozoides procedentes de epidídimo de ciervo ibérico 

presentan una buena resistencia a la criopreservación, lo que podría explicarse 

fundamentalmente por la utilización de un diluyente, un crioprotector, y unas velocidades 

de refrigeración, congelación y descongelación adaptadas a las muestras epididimarias de 

ciervo ibérico. 

 

Respecto a la importancia de realizar una evaluación de las muestras después de someterlas 

a un proceso de incubación, en algunas especies se ha observado que la evaluación de la 

motilidad inmediatamente después de la descongelación no es un buen indicador del éxito 

de la fecundación in vitro (Roth et al., 1999). Así, Fiser et al. (1991) encontraron que el 

uso de una prueba térmica era más sensible que las utilizadas rutinariamente para la 
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evaluación de semen porcino descongelado. Además, en algunas especies de cérvidos se ha 

comprobado, a partir de un estudio realizado con semen congelado de ciervo rojo, gamo y 

ciervo del padre David, que la evaluación post-incubación realizada parecía ser claramente 

más discriminante que la evaluación inmediatamente después de la descongelación (Soler 

et al., 2003). 

 

Por lo tanto, los daños producidos en la membrana durante la criopreservación pueden no 

manifestarse inmediatamente después de la descongelación (Catena y Cabodevila, 2003) y, 

sin embargo, hacerlo después de la incubación de las muestras (Bag et al., 2004); por lo 

que las diferencias de calidad seminal antes y después de la congelación podrían estimarse 

de una forma más precisa evaluando la motilidad espermática a lo largo de un determinado 

período de incubación a 37ºC (Peláez, 2002).  

 

Otro aspecto a tener en cuenta podría ser la longevidad de la motilidad de los 

espermatozoides como un criterio a considerar para la identificación de las técnicas más 

apropiadas de criopreservación de semen (Soler et al., 2003a), pues para conseguir unos 

buenos resultados en IA, resulta esencial el mantenimiento de la motilidad y de la 

viabilidad de los espermatozoides en un intervalo suficiente de tiempo.  

 

Además, como la incubación in vitro a temperatura corporal puede simular condiciones en 

vivo, evaluar las muestras espermáticas antes y después de una prueba de estrés térmico, 

podría dar una estimación de la capacidad de supervivencia de los espermatozoides en el 

tracto reproductivo de la hembra (Rota et al., 1997), así como de la conservación de su 

capacidad fecundante (King et al., 1967). 

 

En lo que respecta a esta tesis, después de comparar los valores obtenidos para los 

parámetros objetivos de motilidad entre las muestras espermáticas recién descongeladas y 

después de someterlas a 2 horas de incubación a 37ºC, se ha comprobado la existencia de 

un descenso significativo (p<0,001) en los valores de las tres variables de velocidad (VCL, 

VSL y VAP) y en los índices LIN y STR. Solamente los valores medios de ALH y BCF 

fueron ligeramente más altos después de la incubación de las muestras, aunque el aumento 

de estos valores no fue significativo. Por tanto, podemos decir que hay una pérdida de la 
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calidad del movimiento de los espermatozoides de ciervo ibérico después del proceso de 

incubación.  

 

En cuanto a la comparación entre los valores de los parámetros objetivos de motilidad tras 

la incubación, y los valores iniciales, se observó un descenso en todos los parámetros 

excepto en los de VCL, ALH, y BCF, que experimentaron un ligero incremento tras la 

incubación, resultados que pueden asociarse al hecho de que la incubación podría inducir 

cierto grado de capacitación en los espermatozoides. 

 

Comparando estos resultados con los de otros trabajos realizados también con muestras 

epididimarias de ciervo ibérico que siguieron la misma metodología, Ortiz (1999) observó 

que a pesar del descenso en todos los valores de calidad seminal después de la incubación, 

el porcentaje de espermatozoides móviles resistía bien el proceso y Soler (2003) encontró 

resultados similares trabajando también con espermatozoides de epidídimo de esta misma 

subespecie. 

 

En otro estudio realizado por Fernández-Santos et al. (2007) con espermatozoides 

epididimarios descongelados de ciervo ibérico, también se produjo una pérdida de 

motilidad después de incubarlos durante 2 horas a 37ºC. La criopreservación afecta a los 

espermatozoides a muchos niveles, siendo especialmente importantes las modificaciones 

en la membrana plasmática, con alteraciones en los lípidos que provocan efectos como mal 

funcionamiento enzimático o aumento de la permeabilidad. Así, en un estudio sobre el 

estrés oxidativo en espermatozoides de ciervo rojo se comprobó que, tras la incubación de 

las muestras descongeladas a 37ºC durante 2 y 4 horas, la incubación por sí misma 

ocasionó un aumento de las especies reactivas de oxígeno (ROS) y una disminución de la 

motilidad espermática (Domínguez-Rebolledo et al., 2010, 2011).  

 

Rota et al. (2005) han comprobado que los valores de los parámetros objetivos de 

motilidad en los espermatozoides descongelados de perro, descendían significativamente 

para todos los valores excepto para VCL y ALH tras su incubación durante 2 horas a 37ºC. 

Estos resultados fueron similares a los obtenidos en ciervo ibérico, aunque en el caso del 

semen de perro se observó un aumento de VCL tras la incubación (de 136,7 ± 4,9 a 157 ± 

8,2 µm/s) que no se produjo en ciervo.  
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Respecto al aumento de ALH después de la incubación de las muestras, ésta podría afectar 

a parámetros relacionados con la capacitación como resultado de la criopreservación (Rota 

et al., 1999); aunque hay que tener en cuenta que los espermatozoides todavía podrían 

regular su capacitación y reacción acrosómica a pesar de que los mecanismos de 

regulación espermáticos puedan estar afectados por la criopreservación, (Pons-Rejraji et 

al., 2009). 

 

Asimismo, Garde et al. (2003) evaluaron diferentes diluyentes para la congelación de 

semen de gacela, observando un descenso importante en la motilidad espermática y en la 

integridad del acrosoma y de la membrana plasmática después de incubar las muestras 

espermáticas durante 2 h a 37ºC. No obstante hay que tener en cuenta que las muestras de 

semen utilizadas en este estudio para G. cuvieri fueron de baja calidad. Además, en los 

intentos de criopreservación de semen llevados a cabo en G. dorcas y G. dama (Holt et al., 

1996), sólo se ha conseguido un éxito limitado (Howard et al., 1981, 1983).  

 

Estas diferencias en la motilidad de los espermatozoides tras la incubación, podrían 

explicarse por el alto grado de variación en las características seminales a nivel 

interespecífico, lo que podría ocasionar diferencias en la resistencia de sus 

espermatozoides a la criopreservación. Así, se ha observado que la sensibilidad al choque 

de frío es diferente en los espermatozoides de las distintas especies animales (Parks y 

Lynch, 1992; Drobnis et al., 1993). 

 

Por otro lado, en un estudio sobre la motilidad y la resistencia osmótica en semen de 

morueco, Peris et al. (1999) obtuvieron resultados parecidos a los obtenidos en ciervo 

ibérico, pues comprobaron que se producían pequeños descensos en los valores objetivos 

de VCL y del índice LIN tras la incubación del semen durante 30 minutos, manteniéndose 

BCF con valores similares.  

  

Estos descensos en los parámetros de motilidad durante la incubación, podría asociarse al 

descenso gradual de la capacidad de las mitocondrias de la pieza media del flagelo para 

generar ATP como consecuencia del envejecimiento mitocondrial (Cummins et al., 1994; 

Vishwanath y Shannon, 1997), o al efecto tóxico producido por el proceso degenerativo 
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debido a la descomposición de los tejidos en el epidídimo a medida que transcurre el 

tiempo después de la muerte del animal (Turner, 2006). 

 

En general, la presencia de mitocondrias activas es fundamental para el mantenimiento de 

muchas funciones espermáticas, incluyendo la regulación osmótica, la integridad de la 

membrana, y la maduración y capacitación (Silva y Gazella, 2006; Aitken et al., 2007). 

Las membranas de los espermatozoides son muy susceptibles al ataque de las especies 

reactivas del oxígeno (ROS) debido a su alto contenido en ácidos grasos poliinsaturados, 

habiéndose sugerido por parte de algunos autores, que las ROS generadas durante la 

incubación podrían llevar a cambios apoptóticos (Taylor et al., 2004). Así, en ciervo rojo 

se estudiaron las relaciones entre los cambios apoptóticos en la membrana plasmática, los 

descensos del potencial de la membrana mitocondrial y los  posibles cambios de volumen 

en los espermatozoides, concluyendo que la pérdida de calidad tras la incubación podría 

deberse a alteraciones subletales en el plasmalema  precedidas por la pérdida de actividad 

mitocondrial. (Martínez-Pastor et al. 2008). 

 

Otra explicación de los cambios en los modelos de motilidad de los espermatozoides tras la 

incubación podrían ser las diferencias en los niveles de Ca2+, pues se ha comprobado que 

hay diferentes mecanismos intracelulares involucrados en la regulación de la motilidad 

espermática, que pueden ser característicos de cada especie, como ya se ha sugerido para el 

proceso de capacitación (Tardiff et al., 2003; Pons-Rejraji et al., 2009). 

 

Finalmente, los resultados después de 2 horas de incubación muestran un descenso 

significativo (p<0,001) en los valores de las tres variables de velocidad y de los índices 

LIN y STR respecto a los valores observados tras la descongelación, lo que supone una 

pérdida de velocidad y progresividad de los espermatozoides. Los únicos valores medios 

que se mostraron ligeramente superiores después de la incubación de las muestras fueron 

ALH y BCF, lo que parece indicar una disminución en la progresividad de las trayectorias. 

Por tanto, de lo anteriormente expuesto podría deducirse que se ha producido una 

disminución de la calidad del movimiento de los espermatozoides de ciervo ibérico 

después del proceso de incubación, cuando se compara con los valores medidos 

inmediatamente después de la descongelación.  

 



EXPERIMENTOS 

61 

Como conclusión podría decirse que, al igual que en el resto de especies estudiadas, en 

ciervo también se observa una pérdida de calidad en la motilidad de los espermatozoides 

en la evaluación posterior al proceso de incubación, aunque en el caso del ciervo ibérico 

podría calificarse como moderada.  

 

 

2.2. RELACIÓN ENTRE EL ANÁLISIS CONVENCIONAL DE CALIDAD 

SEMINAL Y LA EVALUACIÓN DE LA MOTILIDAD POR CASA. 

 

2.2.1. INTRODUCCIÓN 

 

Uno de los parámetros más usados en el análisis seminal es la estimación de la motilidad, y 

precisamente buscando una forma de obtener datos objetivos de la motilidad de los 

espermatozoides, en 1979 se empezaron a utilizar los primeros sistemas semiatomáticos 

basados en grabaciones realizadas con videocámara y, en los años 80, se consiguieron los 

primeros datos sobre motilidad y morfología de espermatozoides individuales, 

observándose que las células con morfología anormal no se movían o lo hacían con más 

dificultad (Overstreet et al. 1981). Estos resultados fueron apoyados más tarde por Morales 

et al. (1988), al observar que los espermatozoides de individuos infértiles nadaban con 

mucha más lentitud que aquellos obtenidos de individuos con fertilidad normal.  

 

La determinación subjetiva del porcentaje de espermatozoides móviles y la calidad del 

movimiento son parámetros muy utilizados en la valoración de la calidad seminal, 

existiendo una gran disparidad en los resultados obtenidos entre individuos y entre 

laboratorios. Por este motivo, la OMS (1993) designó los sistemas que utilizan programas 

informáticos como los más adecuados para obtener una información más amplia y fiable 

sobre la calidad seminal. 

 

Por lo tanto, y puesto que un análisis integral es muy difícil de desarrollar debido a la gran 

complejidad inherente a la función espermática (Amann y Hammerstedt, 1993; Graham, 

1996; Caiza de la Cueva, 1998), se han buscado otros métodos para caracterizar 

adecuadamente las muestras espermáticas y poder conocer su capacidad fecundante.  
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Estos métodos podrían ser los basados en pruebas funcionales que evalúan aspectos 

responsables de la interacción entre espermatozoides y ovocitos (o que las asemejan), o la 

utilización de métodos objetivos de análisis de semen asistidos por ordenador. Estos 

últimos, proporcionan una serie de parámetros de los espermatozoides que pueden ayudar a 

establecer los criterios necesarios para clasificar una muestra espermática (Esteso, 2006), 

así como a predecir su resistencia a la congelación (Davis et al., 1995b; Holt, 1996; 

Abaigar et al., 1999; Quintero-Moreno et al., 2004; Martínez-Pastor et al., 2005c) y su 

capacidad fecundante (Malo et al., 2005a; 2005b; Gomendio et al., 2007; Ramón et al., 

2013). 

 

En el año 2000, el 79% de los laboratorios usaban métodos manuales de evaluación de 

semen, frente al 15% que utilizaban métodos de análisis asistidos por ordenador (CASA) 

(Brooks et al., 2000), y a pesar de que en la actualidad la metodología CASA está 

reconocida como método objetivo de análisis de semen, algunos investigadores han 

planteado la dificultad de la estandarización y por consiguiente de la comparación de los 

resultados obtenidos mediante un sistema CASA entre laboratorios, poniendo como 

ejemplo las diversas condiciones en las que se han desarrollado los trabajos en distintas 

especies y en el hombre (Davis y Katz, 1992; Mortimer, 1997; De Geyter et al., 1998; 

Abaigar et al., 1999; Hirai et al., 2001). Por ello, la comparación sobre las mismas 

muestras entre los parámetros obtenidos por CASA y los observados visualmente en el 

microscopio, puede ayudar a valorar la conveniencia del uso de los sistemas CASA para 

evaluar de forma rápida y estandarizada la calidad de las muestras espermáticas.  

 

En este sentido, hay diversos trabajos que indican la existencia de asociaciones entre los 

valores obtenidos subjetivamente y los aportados por CASA en distintas especies animales: 

en semen fresco y congelado de vacuno, porcino y caprino (Tuli et al. 1992), en humano 

(Johnston et al., 1995; Krause, 1995; Hirano et al., 2001; Álvarez 2003), en semen canino 

(Iguer-ouada y Verstegen, 2001; Rijsselaere et al. 2005), en semen de paloma (Klimowicz 

et al., 2008) y en semen de morueco (Bravo et al., 2010, 2011). 

 

En lo que respecta al ciervo ibérico, en un estudio realizado con muestras epididimarias se 

comprobó que, los parámetros subjetivos de calidad evaluados después del proceso de 

congelación-descongelación, explicaban una mayor proporción de la variabilidad 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iguer-ouada%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11245262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Verstegen%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11245262
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observada en la congelabilidad que los parámetros subjetivos de las muestras iniciales 

(Soler, 2003).  

 

Por lo tanto, en este apartado de la tesis se ha pensado realizar una evaluación de las 

distintas relaciones entre las variables de motilidad de los espermatozoides epididimarios 

de ciervo ibérico, utilizando además de la analítica convencional, un sistema informatizado 

de análisis de imágenes CASA, tanto en muestras frescas como descongeladas.  

 

2.2.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 
2.2.2.1.  MUESTRAS RECIÉN OBTENIDAS 

 

Después de la recogida del material espermático en PBS y de acuerdo con la metodología 

descrita en el apartado 1.2 de esta tesis, se realizó la contrastación seminal. Se evaluaron 

los parámetros cuantitativos iniciales de volumen (V), concentración (C), y número total de 

espermatozoides (NTE), además de los parámetros de calidad inicial: porcentaje de 

espermatozoides móviles (MI), calidad del movimiento (CM), porcentaje de 

espermatozoides con acrosoma normal (NAR), porcentaje de espermatozoides con 

membrana espermática funcional (ENDO), número de espermatozoides vivos (EV), 

porcentaje de espermatozoides normales con gota citoplasmática distal (GOT3), proximal 

(GOT2), y sin gota (GOT1).  

 

En cuanto al análisis objetivo de motilidad, se consideraron los valores obtenidos por el 

sistema CASA para VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH y BCF. 

 

Para el análisis estadístico de los resultados se trabajó con los datos procedentes de los 

epidídimos de 181 venados que proporcionaron 16.800 espermatozoides en muestras 

frescas, reduciéndose a 13.900 en muestras descongeladas. Una vez obtenidos los valores 

de las variables de motilidad proporcionados por el sistema CASA, junto con los datos 

obtenidos tras la contrastación seminal subjetiva, se archivaron en las correspondientes 

tablas de Microsoft Office Excel® (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) para su 

posterior estudio mediante el programa estadístico SPSS. 
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Como primer paso del análisis estadístico, se realizó un análisis descriptivo, seguido de un 

análisis de correlación entre los propios parámetros rutinarios de calidad, y entre éstos y 

los parámetros objetivos de motilidad. Después, se evaluó la influencia de los parámetros 

rutinarios de calidad seminal inicial sobre los parámetros objetivos de motilidad medidos 

por CASA, a partir de un análisis de regresión lineal. 

 

Mediante el estudio de la correlación entre las variables espermáticas se determinaron los 

diferentes coeficientes de correlación lineal de Pearson, junto con los valores de 

significación correspondientes según el test de correlación, con el fin de comprobar si el 

grado de asociación lineal era estadísticamente significativo.  
 

 

2.2.2.2. MUESTRAS DESCONGELADAS 

 

Después de la recogida del material espermático en PBS, se realizó una nueva 

contrastación seminal según las pruebas ya descritas en el capítulo 1.2 de esta tesis. En esta 

contrastación posterior al proceso de congelación-descongelación, se evaluaron los 

parámetros cuantitativos V, C y EV, además de los parámetros de calidad MI, NAR, 

ENDO y EV. No se realizaron evaluaciones sobre la existencia o no de gota 

citoplasmática, porque durante el proceso de congelación-descongelación gran parte de las 

gotas citoplasmáticas suelen desprenderse de los espermatozoides (O´Connell et al., 2002; 

Herrick et al., 2004; Anel-López et al., 2012). 

 

Para el análisis objetivo de motilidad, se consideraron los valores obtenidos por el sistema 

CASA para VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH y BCF, que fueron evaluados 

inmediatamente después de la descongelación de las muestras. 

 

En cuanto al análisis estadístico, se procedió de forma similar a lo descrito anteriormente 

para muestras recién obtenidas; es decir, después de realizar el análisis descriptivo, se 

hicieron análisis de correlación entre los parámetros rutinarios de calidad tras la 

descongelación, y entre éstos y los parámetros objetivos de motilidad a la descongelación. 

Asimismo, para evaluar la influencia de los parámetros de calidad seminal inicial sobre los 

parámetros objetivos de motilidad, se efectuó un análisis de regresión lineal. 
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2.2.3. RESULTADOS 
 
 
2.2.3.1. MUESTRAS RECIÉN OBTENIDAS 

 

La tabla 6 muestra los valores descriptivos de los parámetros cuantitativos y cualitativos de 

las muestras epididimarias de ciervo ibérico recién obtenidas. El número de 

espermatozoides clasificados como normales se valoró en un 78,96 ± 1,13 %. 
 

En la tabla 7 se detallan los resultados obtenidos después de realizar un análisis de 

correlación entre los distintos factores rutinarios de calidad seminal. Estos análisis han 

evidenciado la existencia de correlaciones entre la mayoría de los parámetros estudiados, 

aunque casi todas las correlaciones son menores de 0,6.  
 

Los resultados después de calcular los coeficientes de correlación de Pearson entre los 

factores rutinarios de calidad del semen y los parámetros objetivos de motilidad, mostraron 

que tanto la velocidad lineal (VSL) como el índice de rectitud (STR) están influidos 

significativamente por la variable porcentaje de espermatozoides móviles (MI). También 

se observó que el porcentaje de endósmosis positiva (ENDO) influyó significativamente en 

la velocidad de la trayectoria media (VAP). Por último, el porcentaje de espermatozoides 

con borde apical normal (NAR) influyó en la velocidad curvilínea (VCL) (tabla 8). 
 

 Tabla 6. Parámetros cuantitativos y de calidad seminal de las muestras espermáticas obtenidas postmortem. 
 

Parámetro seminal Media  Desviación Estandar Rango 
V (mL) 1,30  0,3 1-2 

C (x 106/mL) 1219,43 887,83 19-4840 

NTE (x 106) 1689,45 1585,83 16-10648 

MI (%) 61,15 16,98 10-90 

CM (de 0 a 5) 2,77 0,59 0,5-4 

NAR (%) 91,36 11,06 39-100 

ENDO (%) 87,31 7,64 39-99 

EV (%) 89,44 5,95 68-99 

GOT1 (%) 10,41 9,40 0-73 

GOT2 (%) 10,78 16,05 0-98 

GOT3 (%) 78,81 18,21 0-99 

V: volumen; C: concentración; NTE: número total de espermatozoides; MI: porcentaje de espermatozoides móviles; CM: 
calidad del movimiento; NAR: acrosomas normales; ENDO: endósmosis positiva; EV: espermatozoides vivos; GOT1: 
espermatozoides sin gota citoplasmática; GOT2: espermatozoides con gota proximal; GOT3: espermatozoides con gota 
distal.  
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Tabla 7. Correlaciones de Pearson (r) entre los principales parámetros rutinarios de calidad seminal en 
muestras epididimarias de ciervo ibérico. 
 
 V C NTE GOT1 GOT2 MI NAR ENDO EV 

V  0,648** 0,761** -0,137* -0,178** -0,130 0,229** 0,005 0,195** 

C 0,648**  0,95 -0,122 -0,327** -0,002 0,260** 0,021 0,239** 

NTE 0,761** 0,957**  -0,130 -0,272** -0,083 0,229** -0,030 0,213** 

GOT1 -0,137* -0,122 -0,130  -0,048 -0,010 -0,028 -0,138* -0,058 

GOT2 -0,178** -0,327** -0,272** -0,048  -0,195** -0,241** -0,072 -0,219** 

MI -0,130 -0,002 -0,083 -0,010 -0,195**  0,098 0,305** 0,189** 

NAR 0,229** 0,260** 0,229** -0,028 -0,241** 0,098  0,213** 0,339** 

ENDO 0,005 0,021 -0,030 -0,138* -0,072 0,305** 0,213**  0,323** 

EV 0,195** 0,239** 0,213** -0,058 -0,219** 0,189** 0,339** 0,323**  

* la correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 
**.La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral) 
V: volumen; C: concentración; NTE: número total de espermatozoides; GOT1: espermatozoides sin gota citoplasmática; 
GOT2: espermatozoides con gota proximal;  MI: porcentaje de espermatozoides móviles; NAR: acrosomas normales; 
ENDO: endósmosis positiva; EV: espermatozoides vivos.  
 

 

Tabla 8.-. Correlaciones de Pearson (r) entre los parámetros rutinarios de calidad seminal y los parámetros 
objetivos de motilidad obtenidos mediante CASA en muestras epididimarias de ciervo ibérico. 
 
 VCL VSL VAP LIN STR ALH BCF 

V 0,10 0,12 0,13 0,10 0,11 - 0,12 - 0,09 

C 0,13 0,12 0,141 * 0,06 0,01 - 0,13 - 0,13 

NTE 0,13 0,140* 0,152* 0,09 0,04 -0,150* -0,149* 

GOT1 0,00 -0,06 -0,06 -0,05 -0,04 0,04 0,07 

GOT2 -0,09 0,08 0,05 0,157* 0,11 -0,06 0,06 

MI 0,168* 0,212** 0,170* 0,178* 0,186** 0,03 0,12 

NAR 0,220** 0,09 0,14 -0,05 -0,10 0,150* -0,01 

ENDO -0,174* -0,149* -0,189** -0,06 -0,01 -0,04 -0,02 

EV 0,14 0,07 0,10 0,03 0,02 0,04 -0,01 

* la correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 
** La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral) 
V: volumen; C: concentración; NTE: número total de espermatozoides; GOT1: espermatozoides sin gota citoplasmática; 
GOT2: espermatozoides con gota proximal;  MI: porcentaje de espermatozoides móviles; NAR: acrosomas normales; 
ENDO: endósmosis positiva; EV: espermatozoides vivos.  
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Tabla 9. Significación (valor de P) de cada variable incluida en el análisis de regresión entre los parámetros 
objetivos de motilidad y los parámetros rutinarios de calidad. 
 

 MI NAR ENDO CM NTE GOT1 GOT2 C 

VCL 0,012 0,003 <0,001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

VSL <0,001 n.s. 0,004 n.s. 0,029 n.s. n.s n.s. 

VAP  n.s. 0,010 <0,001 0,011 n.s. n.s. n.s. 

SRT n.s. n.s. n.s. <0,001 0,008 n.s. 0,006 0,013 

LIN n.s. n.s. n.s. <0,001 0,017 n.s. <0,001 n.s. 

ALH n.s. 0,041 n.s. 0,018 n.s. n.s. n.s. n.s. 

BCF n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,015 n.s. n.s. 

     (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; n.s. no significativo) 
 
 
Por otra parte, después de realizar un análisis estadístico de regresión múltiple con los 

parámetros de calidad seminal inicial como variables predictoras, y los parámetros 

objetivos de motilidad como variables dependientes, se pudo comprobar que a pesar de que 

la mayoría de las variables rutinarias de calidad seminal inicial afectaban a varios de los 

parámetros cinéticos estudiados, en la mayoría de los casos no lo hacían de forma 

significativa. Las variables independientes incluidas en los modelos que resultaron ser 

significativas fueron: MI, NAR y ENDO, pero NTE, CM, GOT1 y GOT2 también 

mostraron influencia, aunque débilmente. Las ecuaciones predictivas fueron las siguientes: 

 
VCL= (102,90±24,19) + (0,22±0,09) MI + (0,37±0,12) NAR - (0,81±0,21) ENDO 
R2=0,138; P<0,001 
VSL= (99,93±18,89) – (0,63±0,22) ENDO +(0,33±0,09) MI+ (0,002±0,001) NTE 
R2=0,140; P<0,001 
VAP = (64,78±27,02) – (0,80±0,22)ENDO+ (0,20±0,09)GOT2+ (0,32±0,13)NAR+ (8,19±2,46)CM 
R2=0,217; P<0,001 
LIN = (42,79±4,7) + (0,19±0,06) GOT2 + (0,21±0,06) MI  
R2=0,121; P=0,001 
STR = (62,36±3,6) + (0,12±0,04)GOT2+ (6,81±1,22)CM+ (0,005±0,002)NTE – (0,007±0,003)C 
R2=0,159; P<0,001 
ALH = (2,99±0,49) + (0,01±0,01) NAR - (0,03±0,01)M1+ (0,02±0,01)GOT1 
R2=0,101; P<0,01 
BCF = (42,17±41,58) + (0,04±0,02) GOT1. 
R2=0,108; P<0,01 
 
 

Respecto a las velocidades objetivas, el análisis de regresión ha mostrado la existencia de 

una correlación significativa con ENDO y con MI para VCL y VSL. Con CM ha resultado 

una relación significativa para VAP y, de VSL y VAP con NTE. No obstante hay que 

señalar que el valor predictivo fue bajo.  
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Por otro lado, los índices STR y LIN se han correlacionado con NTE, CM, y GOT 2. En 

estos casos el valor predictivo también ha sido bajo, pero las correlaciones han sido 

altamente (NTE) y muy altamente significativas (CM, GOT 2). 

 

Por último señalar, que no se han observado relaciones significativas entre el resto de 

variables independientes y los parámetros objetivos de motilidad, exceptuando el caso del 

porcentaje de espermatozoides normales sin gota citoplasmática (GOT1) que ha mostrado 

una tendencia a la significación con BCF.  
 

 

2.2.3.2. MUESTRAS DESCONGELADAS 

 

En la tabla 10 se muestra la estadística descriptiva de los parámetros cualitativos 

correspondientes a las muestras epididimarias descongeladas. 

 

En la tabla 11 se detallan los resultados obtenidos después de realizar un análisis de 

correlación entre los distintos factores de calidad seminal a la descongelación.  

 

En la tabla12 se detallan los resultados obtenidos después de realizar un análisis de 

correlación entre los parámetros rutinarios de calidad seminal y los parámetros objetivos de 

motilidad, tras la descongelación. 
 

Al comparar los valores de los parámetros rutinarios de calidad, antes y después de la 

congelación, mostrados en las tablas 6 y 10 respectivamente, se evidencia que la calidad 

seminal inicial disminuye tras la descongelación de las muestras espermáticas. Asimismo, 

al realizar el análisis de comparación de medias entre los valores de calidad seminal de las 

muestras frescas y tras la descongelación, se encontraron diferencias significativas para 

todas las variables de calidad seminal determinadas (p<0,001), siendo mayor siempre el 

valor de los parámetros iniciales de calidad. 

 
Por otro lado, tras la descongelación de las muestras espermáticas se realizaron análisis de 

correlación entre los parámetros rutinarios de calidad seminal indicados en la tabla 11 

llegándose a la conclusión de que todas las variables estaban correlacionadas entre sí 
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(P<0.01), y especialmente con MId (porcentaje de espermatozoides móviles tras la 

descongelación), (r>0,5).  

 
Tabla 10. Parámetros de calidad seminal evaluados después del proceso de congelación-descongelación de 
las muestras espermáticas. 
 

Parámetro Valor medio ± desviación estándar Rango 

MId (%) 51,32 ± 17,61 0 - 80 

NARd (%) 79,26 ± 10,94 27 -97 

ENDOd (%) 65,25 ± 16,50 16 - 99 

EVd (%) 77,23 ± 10,77 40 - 98 

MId: espermatozoides móviles descongelación; NARd: acrosomas normales descongelación; ENDOd: endósmosis 
positiva descongelación; EVd: espermatozoides vivos descongelación . 
 

Tabla 11. Correlaciones de Pearson ( r ) entre los factores de calidad seminal a la descongelación. 
 
 Esperm acrosomas 

normales (NARd) 

Esperm endósmosis 

+ (ENDOd) 

Espermatozoides 

vivos (EVd) 

Espermatozoides 

móviles (MId) 

Esp. acrosomas normales (NARd)  0,492 ** 0,510 ** 0,615 ** 

Espermat endósmosis + (ENDOd) 0,492 **  0,496 ** 0,526 ** 

Espermatozoides vivos (EVd) 0,510 ** 0,496 **  0,639 ** 

Espermatozoides móviles (MId) 0,615 ** 0,526 ** 0,639 **  

MId: espermatozoides móviles descongelación; NARd: acrosomas normales descongelación; ENDOd: endósmosis 
positiva descongelación; EVd: espermatozoides vivos descongelación. 
**. La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 

 

Tabla 12. Correlaciones de Pearson (r ) entre los parámetros rutinarios de calidad seminal a la 
descongelación y los parámetros cinemáticos objetivos tras la descongelación obtenidos mediante CASA. 
 

 VCL 
(m/s) 

VSL 
(m/s) 

VAP   
(%) 

LIN    
(%) 

STR    
(%) 

ALH   
(m) 

BCF   
(Hz) 

Esper. vivos (EVd) 0,233 ** 0,233 ** 0,227 ** 0,130 0,006 0,010 - 0,065 

Esperm. móviles (MdI) 0,470 ** 0,414 ** 0,431 ** 0,211 ** 0,060 0,168 * - 0,091 

Esper. acrosomas 

normales (NARd) 
0,281 ** 0,317 ** 0,278 ** 0,207** 0,141* 0,049 0,056 

E.endósmosis+(ENDOd) 0,122 0,117 0,093 0,039 0,029 0,046 0,063 

MId: espermatozoides móviles descongelación; NARd: acrosomas normales descongelación; ENDOd: endósmosis 
positiva descongelación; EVd: espermatozoides vivos descongelación. 
**. La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral); * la correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 
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Tabla 13. Significación de cada variable incluida en el análisis de regresión entre las velocidades objetivas y 
los índices LIN y STR, y los parámetros rutinarios de calidad a la descongelación.  
 

 MId ENDOd NARd 

VCL < 0.01  0,015  n.s. 

VSL < 0.01  0,040  0,015  

VAP < 0.01  0,015  n.s. 

LIN   0,024  n.s. 0,045 

STR   n.s.  n.s. 0,049 

             (n.s. no significativo) 

 

Asimismo, se realizaron los correspondientes análisis de correlación de Pearson entre las 

velocidades obtenidas por CASA y los parámetros rutinarios de calidad tras la 

descongelación (tabla 12), comprobándose que las tres velocidades objetivas estaban 

relacionadas con el porcentaje de espermatozoides vivos (EVd), la porcentaje de 

espermatozoides móviles (MId) y el porcentaje de espermatozoides con acrosomas 

normales (NARd). Asimismo, LIN se correlacionó con MId y en menor medida con 

NARd. No obstante señalar, que el grado de relación o dependencia fue bajo en casi todos 

los casos. 

 

En cuanto a los resultados de los análisis de regresión, en las ecuaciones predictivas y en la 

tabla 13 puede verse que tanto MId como ENDOd explican las tres velocidades objetivas 

tras la descongelación. NARd pudo ser incluida como variable explicativa para VSL, LIN 

y STR, pero el resto de parámetros rutinarios de calidad después de la descongelación no 

presentaron una aportación significativa a ninguno de los modelos que pudiera explicar los 

parámetros objetivos de motilidad a la descongelación. 

 

Las ecuaciones predictivas se detallan a continuación: 

VCL d = (82,62±14,09) + (0,82±0,13) DMI - (0,24±0,11) DENDO 

R2=0,250; P<0,001 

VSLd = (31,7±13,42) + (0,6±0,125) DMI + (0,43±0,173) DNAR – (0,215±0,104) DENDO 

R2=0,211; P<0,001 

VAPd = (48,56±15,09) + (0,77±0,14) DMI - (0,285±0,12) DENDO 

R2=0,221; P<0,001 
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2.2.4. DISCUSIÓN 

 

Los valores de las características seminales en el ciervo ibérico obtenidas en esta tesis son 

comparables con lo reportado por otros autores en distintas especies de cérvidos. Así, el 

porcentaje de espermatozoides móviles (61 %) obtenido es comparable a los observados 

por Garde et al., (1998), Gizejewski et al. (1998), Soler et al. (2003d), Martínez-Pastor et 

al., (2005c), Malo et al. (2005a) y Martínez et al. (2008) para espermatozoides de 

epidídimo de esta misma subespecie. Asimismo, se han obtenido resultados similares en 

estudios realizados con muestras de epidídimo de ciervo rojo europeo (Krzywinski, 1981; 

Miles et al., 1992), ciervo de Eld (Monfort et al.,1994) y ciervo rojo de Brocked (Mazama 

americana) (Diniz et al., 2013). En otros trabajos como los realizados con ciervo sika 

(72%) (Hishinuma et al., 2003), (77 %) (Cheng et al., 2004), con ciervo sambar (82 %) 

(cervus unicolor) (Cheng et al., 2004) y con ciervo de Cola blanca (75%) (Saenz et al., 

2007), se han obtenido porcentajes de motilidad  más altos. 

 

En cuanto al porcentaje de espermatozoides normales observado en ciervo ibérico (79%), 

ha sido muy similar a los obtenidos por Soler y Garde (2003) (75%); Malo et al. (2005a) 

(77%) y por Martínez-Pastor et al. (2008) (77%) para espermatozoides de epidídimo de 

esta misma subespecie, así como a los reportados por Saenz et al. (2007) (74%) para ciervo 

de Cola blanca, y Diniz et al (2013) (74 %) para ciervo rojo de Brocked. Sin embargo, 

Veldhuizen encontró porcentajes superiores en semen de ciervo rojo europeo (83%) y de 

gamo (91%), al igual que Montfort et al. (1993) en espermatozoides de epidídimo de 

ciervo de Eld (entre 88 y 95%). 

 

La tasa de viabilidad espermática observada en esta tesis (89%) ha sido comparable a las 

reportadas por Garde y Soler (2003) (83%) y por Fernández-Santos et al. (2007) (81%) 

también en ciervo ibérico, y a la comprobada por Rittem et al. (2012) para las subespecies 

de ciervo de Eld, (cervus. eldii siamensis (89%) y cervus. eldii thamin (88%). En ciervo 

sambar (cevus unicolor) EV fue algo menor (entre 70-79 %). 

 

En cuanto al porcentaje de integridad acrosómica (NAR) obtenido (91%), ha sido del orden 

de los observados por Soler y Garde (2003) (92%), Malo et al. (2005) (87 %) y por 
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Martínez et al. (2008) (89%) también en ciervo ibérico, siendo además parecido al 

reportado por Hishinuma et al. (2003) para espermatozoides de epidídimo de ciervo sika 

(96%). Sin embargo, en otros casos y trabajando también con espermatozoides de 

epidídimo de ciervo ibérico, los porcentajes de NAR obtenidos han sido menores. (Garde 

et al. 1998 (60%), Soler y Garde 2003 (74,7%) y Fernández-Santos et al. 2007 (82%)). 

 

La comparación de la tasa de respuesta al test hipoosmótico entre la observada en esta tesis 

(87%) y las reportadas en otros estudios, siguió una dinámica parecida, pues fue muy 

similar a las observadas también en ciervo ibérico por Soler (2003), (87%) y Fernández-

Santos et al. (2007) (84%), y superior a la obtenida por Garde et al. (1998) (72%).  

 

Las diferencias obtenidas con respecto a los resultados de Garde et al. (1998), Soler y 

Garde (2003) y Fernández-Santos et al (2007), podrían explicarse porque en estos casos se 

recogieron las muestras en época de berrea, lo que pudo ocasionar la obtención de peores 

resultados en los análisis de las características seminales debido a que es la época en la que 

se produce el número máximo de cubriciones. En este sentido, McMillan et al. (1998) 

observaron que el porcentaje de espermatozoides móviles en rumiantes se incrementaba al 

finalizar la época de berrea, sucediendo algo parecido en ciervo rojo europeo en referencia 

a las proporciones de formas anormales, que fueron menores al finalizar la berrea 

(Gizejewski et al. 1998).  

 

Asimismo, Martínez-Pastor et al. (2005b) comprobaron que los porcentajes de motilidad, 

de espermatozoides vivos y de acrosomas normales de las muestras epididimarias de ciervo 

ibérico, eran mayores después de la época de berrea que durante la misma. Una posible 

explicación podría ser la existencia de hipermaduración como consecuencia de un mayor 

tiempo de almacenamiento de los espermatozoides en el epidídimo, que en este caso 

resultaría en una mejora de la motilidad.  

 

A pesar de que en este tipo de ungulados no hay demasiados resultados publicados, existen 

diferentes estudios realizados en otras especies como morueco y macho cabrío (Ollero et 

al., 1996; Shamsuddin et al., 2000) que demuestran que una elevada frecuencia de 

recogida de semen puede afectar a la calidad seminal, habiéndose observado en verraco un 

incremento de formas anormales y una disminución de la motilidad (Bonet et al., 1993; 
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Strzezek et al., 1995) por esta causa. Del mismo modo, en gacela dama (Gazella dama 

mhorr) también se relacionó el aumento de los defectos en el acrosoma con la frecuencia 

de recogida de semen (Holt et al., 1996b). 

 

Respecto a las relaciones encontradas entre los parámetros rutinarios de calidad, el análisis 

de proporcionalidad ha mostrado la existencia de correlaciones altamente significativas 

entre la concentración (C), el número total de espermatozoides (NTE) y el volumen (V).  

 

El porcentaje de espermatozoides con gota citoplasmática en posición proximal, ha 

mostrado una correlación negativa con todos los parámetros rutinarios de calidad excepto 

con el porcentaje de espermatozoides con gota en posición distal y con ENDO. De igual 

modo se han observado relaciones significativas entre EV, NAR y ENDO; y también entre 

MI, ENDO y EV.  

 

Estos resultados son similares a los obtenidos para muestras epididimarias de ciervo 

ibérico por Malo et al. (2005a), pues también en este caso el volumen se correlacionó con 

la concentración espermática y con el número de espermatozoides, observándose además 

una fuerte asociación entre EV y NAR. Esta asociación se observó asimismo en semen de 

morueco, ya que NAR y EV se correlacionaron positivamente (p<0,01) tanto antes de la 

congelación (r=0,32) , como después de la descongelación (r=0,51).  

 

Esta respuesta es la que cabía esperar teniendo en cuenta que la membrana plasmática debe 

estar intacta para que las funciones y el metabolismo de los espermatozoides puedan ser los 

adecuados, por lo que porcentajes apropiados de ENDO y EV, es normal que se relacionen 

con valores de NAR también apropiados (Soler y Garde, 2003). 

 

Asimismo, el hecho de que estos valores sean altos podría deberse a que por ser esenciales 

para la fecundación, en las poblaciones naturales se hayan seleccionado los machos cuyo 

semen presentaba una mayor calidad y por tanto se ha producido una estabilización en 

valores altos de EV y NAR (Malo et al., 2005a). 

 

La motilidad de los espermatozoides es una manifestación de la competencia estructural y 

funcional de espermatozoide; por lo que los porcentajes de espermatozoides móviles y 
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progresivos, están normalmente correlacionados de forma positiva con la integridad de la 

membrana plasmática (Kumi-Diaka, 1993; Rodríguez-Gil et al., 1994) y la morfología 

normal (Ellintong et al., 1993). 

 

En lo referente a las variables de calidad inicial estudiadas en esta tesis que han mostrado 

estar relacionadas significativamente con algunos de los parámetros objetivos de motilidad, 

han sido: la calidad de movimiento (CM), el porcentaje de espermatozoides móviles (MI), 

el porcentaje de espermatozoides con acrosomas normales (NAR) y el porcentaje de 

espermatozoides con endósmosis positiva (ENDO). 

 

En primer lugar, NTE se ha asociado con VAP, VSL, LIN y STR (p<0,05), pero teniendo 

en cuenta que el número de variables incluido en el modelo de regresión ha sido alto, con 

el resultado obtenido no puede asegurarse que la relación sea significativa. Lo mismo ha 

ocurrido con la asociación entre C y VAP (p<0,05).  

 

No obstante, en otro estudio realizado también con muestras epididimarias de ciervo 

ibérico, Malo et al. (2005a) comprobaron la existencia de una fuerte asociación entre la 

producción espermática y las velocidades objetivas, sugiriendo además que en las 

poblaciones naturales de ciervo, los venados con altas tasas de fecundidad producen un 

número elevado de espermatozoides que nadan a gran velocidad. Asimismo, en semen de 

morueco se ha observado una relación significativa entre C y las velocidades objetivas 

VSL y VAP (Parrilla-Hernández et al., 2012). 

 

Una explicación de la relación hallada entre la concentración y la velocidad de los 

espermatozoides, podría ser la vinculación de ambas con una espermatogénesis apropiada. 

 

En lo referente al porcentaje subjetivo de espermatozoides móviles, en esta tesis se ha 

relacionado positivamente con todos los parámetros cinéticos objetivos excepto con ALH y 

BCF. No obstante, la relación sólo puede considerarse significativa al nivel p<0,01) con 

VSL y STR. Estos resultados son compatibles con los reportados por Bravo et al. (2011) 

en morueco, pues hallaron relaciones significativas (p<0,01) ente MI y las tres velocidades 

objetivas y STR. 
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Pero la mayor parte de los estudios de comparación entre parámetros de semen rutinarios y 

objetivos se han realizado en semen humano, habiéndose encontrado correlaciones entre 

algunos de ellos. Así, Johnston et al. (1995) observaron correlaciones entre MI y las tres 

velocidades objetivas además de LIN. Asimismo, Krawse (1995) halló relaciones entre los 

valores de motilidad obtenidos por CASA y los evaluados visualmente, aunque la 

correlación fue baja, lo que podría deberse a que la asignación de espermatozoides a los 

diferentes tipos de motilidad depende de su velocidad, siendo la estimación de la velocidad 

por el ojo humano muy imprecisa. Álvarez (2003) también comprobó la existencia de 

correlaciones entre el MI y los parámetros VCL, VSL, VAP y ALH en semen humano. 

 

En lo que respecta a la presencia de gota citoplasmática en posición distal (GOT3), en 

muestras espermáticas procedentes de la cola del epidídimo puede considerarse normal 

(Cooper y Yeung , 2003; Gizejewski, 2004; Tajik y Asan-Nejad Lamsoo, 2008) ya que es 

una característica común en muchas especies (Salisbury, 1961; Amman et al., 1982; White 

1993; Garde et al., 1998; Soler 2003; Gizejewski, 2004, Cooper, 2005; 2010; Martínez et 

al., 2008; Anel-López et al., 2012).  

 

En los rumiantes, la gota citoplasmática permanece adherida a la pieza intermedia mientras 

el espermatozoide está en el epidídimo, produciéndose un aumento significativo del 

porcentaje de gota citoplasmática distal y un descenso de la proximal (GOT2) conforme las 

células se aproximan a la cola del epidídimo para desaparecer cuando entran en contacto 

con el plasma seminal durante la eyaculación (Cooper, 2005).  

 

En el caso concreto del ciervo ibérico, se han observado diferencias importantes entre las 

muestras procedentes de electroeyaculación y de epidídimo (1,5% vs. 83%) (Martínez et 

al., 2008). Asimismo, se ha comprobado que la gota citoplasmática suele perderse en una 

parte de los espermatozoides durante la criopreservación (Anel-López et al. 2012). 

 

En lo que se refiere a esta tesis, el 79% de los espermatozoides presentaron gota 

citoplasmática en posición distal, siendo esta cifra similar a la obtenida en esta misma 

subespecie por Garde et al. (1998), Ortiz (1999) y Martínez et al (2008), y a la observada 

por Gizejewski (2004) en ciervo rojo. La tasa de células espermáticas con gota proximal 

fue del 10%. 
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En cuanto a la relación entre la presencia de GOT2 con el resto de los parámetros 

rutinarios de calidad, se ha relacionado negativamente con V, C, NTE, MI, NAR y EV, 

siendo la relación en todos los casos significativa al nivel p<0,01. Asimismo, la relación 

hallada en esta tesis para GOT2 con los parámetros objetivos de motilidad, se ha 

relacionado positivamente con LIN, aunque hay que decir que el índice de correlación ha 

sido bajo (r=0,16) y el nivel de significación también (p<0,05). 

 

En otros trabajos se han obtenido resultados variables. Así, en semen humano, la presencia 

de GOT2 se asoció a una motilidad pobre (Zini et al., 1998), habiéndose relacionado 

además con morfologías anormales de la cabeza y pieza intermedia (Huszar y Vigue, 1993; 

Gómez et al.,1996; Gergely et al., 1999) y una menor capacidad fecundante (Keating et 

al.,1997). Los mecanismos por los que se produce un anormal exceso de retención de 

citoplasma ocasionando las gotas citoplasmáticas, se ha asociado a altos niveles de 

peroxidación de los lípidos en los espermatozoides (Aitken et al, 1994; Huszar y Vigue, 

1994 ;Ollero et al., 2000). 

 

En verraco, la gota en posición distal en espermatozoides de eyaculado se ha relacionado 

con la reducción del número de gestaciones, así como del porcentaje y tamaño de la 

camada (Waberski et al. 1994), aunque hay que decir que también había presencia de gotas 

proximales en estos machos. Del mismo modo, se ha hallado una correlación negativa 

entre el porcentaje de morfoanomalías y la existencia de gotas citoplasmáticas con el 

índice de unión de los espermatozoides al epitelio oviductal (Petrunkina et al., 2001).  

 

Sin embargo, en otro estudio realizado con semen de verraco, se observó que algunas 

morfoanomalías clásicas parecían no tener demasiada importancia en el análisis de 

fertilidad, sobre todo en el caso de la presencia de gota citoplasmática proximal (Quintero-

Moreno; 2003).  

 

En espermatozoides de perro (Nothling et al., 1997), se comprobó que las muestras que 

presentaban un porcentaje más alto de GOT·3 se correlacionaban positivamente con los 

parámetros indicadores de la progresividad de los espermatozoides (VSL, VAP, LIN y 



EXPERIMENTOS 

77 

STR), no obstante, había una relación negativa con la motilidad después de la 

descongelación.  

 

Por lo tanto, hay una gran variabilidad en los resultados obtenidos al estudiar las relaciones 

de GOT2 y GOT3 con otros parámetros de calidad, tanto rutinarios como objetivos, de los 

espermatozoides.  

 

Respecto a las diferencias con los resultados obtenidos en esta tesis, podrían deberse al 

distinto origen de las muestras, ya que en los trabajos referidos los espermatozoides 

procedían de eyaculado, no considerándose normal la presencia de gota citoplasmática 

(Ombelet et al., 1995; Amann et al., 2000; Cooper, 2005) en los mismos, pues en el caso 

de eyaculados, las gotas citoplasmáticas podrían estar asociadas a alteraciones de la 

función espermática y a espermatozoides estructural y funcionalmente inmaduros (Amann 

et al. 2000; Soler 2003; Cooper, 2005). 

 

Como conclusión puede decirse que los parámetros rutinarios de calidad observados en 

esta tesis, han sido similares a los comprobados en otros trabajos para esta misma 

subespecie, habiéndose observado además correlaciones positivas entre los parámetros 

objetivos de motilidad y algunos de los parámetros rutinarios de calidad de las muestras 

epididimarias frescas, especialmente con el porcentaje de porcentaje de espermatozoides 

móviles (MI). 

 

En cuanto al proceso de congelación-descongelación, en esta tesis se ha seguido la 

metodología de criopreservación de espermatozoides basada en las pautas establecidas por 

Ortíz (1999) para muestras epididimarias de ciervo ibérico.  

 

En primer lugar indicar que, al igual que en trabajos anteriores (Ortiz, 1999; Soler, 2003), 

todos los parámetros rutinarios de calidad han disminuido de manera significativa después 

de la descongelación de los espermatozoides, siendo el porcentaje de respuesta al test 

hipoosmótico (ENDOd), el parámetro rutinario de calidad más afectado tras el proceso de 

congelación-descongelación, y por lo tanto la integridad de la membrana plasmática. 
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Además, los análisis de correlación realizados entre los parámetros rutinarios de calidad, 

han mostrado la existencia de asociaciones entre todos los parámetros estudiados (r≥ 0,5; 

p< 0,01), especialmente en el caso del porcentaje de espermatozoides móviles tras la 

descongelación (MId).  

 

En estudios anteriores realizados en muestras epididimarias de ciervo ibérico, también se 

obtuvieron resultados similares. Así, tanto Ortiz (1999) como Soler (2003) y Fernández-

Santos et al. (2007), comprobaron que después del proceso de congelación-

descongelación, los parámetros rutinarios de calidad seminal disminuían 

significativamente con respecto a los valores iniciales para todos los parámetros evaluados. 

En las especies más sensibles al proceso de congelación-descongelación, el daño 

ocasionado podría ser físico, mientras que en especies más resistentes, como parece ser el 

caso del ciervo, los daños serían más bien de origen bioquímico, manifestándose en forma 

de sutiles alteraciones en la membrana (Nuñez-Martínez et al., 2006).  

 

Sin embargo, al comparar estos resultados con los obtenidos por otros autores en otras 

especies, se puede comprobar que las muestras epididimarias de ciervo ibérico conservan 

bastante bien las características de motilidad tras la descongelación, resultados que se 

corresponden con los observados en otras especies y subespecies de cérvidos como el 

ciervo de cola blanca (Platz et al., 1982, Jacobson et al., 1989), ciervo rojo europeo 

(Veldhuizen, 1994), ciervo sika (Hishinuma, 2003) y ciervo de Eld (Monfort et al., 1993; 

Rittem et al., 2012). Algo similar se ha observado en el caso de la integridad de la 

membrana plasmática, tanto en esta tesis en ciervo ibérico, como en ciervo de Cola blanca 

(Platz et al., 1982), cievo sika (Hishinuma, 2003) y ciervo sambar (Cheng et al., 2004), 

pues a pesar de haber descendido tras la descongelación, el daño debido a la misma ha sido 

moderado. Algo similar ha ocurrido con el parámetro NARd en ciervo ibérico, tanto en 

esta tesis como en los resultados comprobados por Martínez-Pastor et al. (2006b). 

 

Respecto al análisis de correlación entre los parámetros rutinarios de calidad y los 

parámetros objetivos de motilidad tras la descongelación, en esta tesis se ha comprobado 

que MId se asocia significativamente (p<0,01) con todas las variables excepto con SRT y 

BCF. El porcentaje de espermatozoides con acrosomas normales (NARd) se ha 

correlacionado significativamente (p<0,01) con las tres velocidades objetivas, 
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especialmente con VSL (r=0,317) y con los parámetros indicadores de la progresividad de 

los espermatozoides (LIN y STR), y el porcentaje de espermatozoides vivos (EVd) se ha 

asociado a las tres velocidades objetivas (r=0,23; p<0,01). Por último, la tasa de 

espermatozoides con respuesta positiva a la prueba de endósmosis (ENDOd), no mostró 

relación con ninguno de los los parámetros objetivos de motilidad. 

 

 

2.3. EVALUACIÓN DE LA INFLUENCIA DE FACTORES EXTRÍNSECOS E 

INTRÍNSECOS AL MACHO SOBRE LOS PARÁMETROS DE MOTILIDAD EN 

MUESTRAS EPIDIDIMARIAS. 

 
2.3.1. INTRODUCCIÓN 

 

Los espermatozoides recuperados de la cola del epidídimo tienen un alto grado de madurez 

y funcionalidad (Turner, 1995), y por lo tanto pueden mantenerse criopreservados en 

nitrógeno líquido hasta el momento de su utilización en IA (Foote, 2000). Pero antes de 

congelarlos deben evaluarse convenientemente para asegurarse de que se encuentran en 

buen estado y de que poseen la calidad necesaria. Así, hay que tener en cuenta variables 

como la condición de los animales y la época en la que se han obtenido los 

espermatozoides, las cuales pueden afectar en gran medida a la calidad de la muestra 

espermática (Garde et al., 1998; Kaabi et al., 2003) 

 

La influencia de la época del año en la producción de semen y su calidad, se ha 

considerado en gran medida como un factor de gran impacto (Martínez-Pastor et al., 

2005b) para la mayoría de las especies que han evolucionado en climas templados y fríos, 

como el ciervo ibérico, pues estas especies regulan sus patrones reproductivos en base a 

señales ambientales, lo que origina variaciones más o menos marcadas en su 

comportamiento, condición corporal y parámetros reproductivos. 

 

Marshall (1937) observó que los cambios estacionales de los ciervos rojos estaban 

controlados por el fotoperíodo, cuando los ciervos se trasladaron desde Escocia a Nueva 

Zelanda, para ser después reimportados de nuevo a Inglaterra. Sin embargo, fue Jaczewski 
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(1954) quien demostró experimentalmente el efecto del fotoperíodo en el crecimiento de la 

cuerna de los machos de ciervo. 

 

Debido al efecto del fotoperíodo, en las especies de ciervos que habitan en zonas 

templadas se producen cambios estacionales en el aparato reproductor de los animales, en 

sus características sexuales secundarias y en su conducta sexual, relacionados con los 

cambios estacionales en la secreción de testosterona (ciervo de Cola blanca: Wisłocki 

1949; Bubenik, 1983; corzo: Sholt y Mann 1966; ciervo rojo: Lincoln 1971; reno: 

Whitehead y McEwan 1973; Mirarchi et al. 1975; ciervos de cola negra: West y Nordan 

1976; Leader Williams 1979; wapiti: Haigh et al. 1984; gamo: Asher et al , 1989).  

 

Asimismo, los caracteres sexuales accesorios como cuerna, pelaje, musculatura y olor de 

los machos, se desarrollan durante los meses previos a la época de berrea junto con el 

aumento progresivo de las concentraciones de testosterona en sangre y en paralelo a los 

cambios en el comportamiento hasta la llegada del celo, cuando las concentraciones en 

sangre de testosterona se acercan al valor máximo estacional (Lincoln, 1985) 

 

La razón de que el fotoperíodo sea el responsable de los cambios reproductivos 

estacionales, se basa en que para una latitud dada los cambios en el fotoperíodo son 

constantes entre años, no estando sometidos a una gran variación anual como puede ocurrir 

con la temperatura, las precipitaciones, la disponibilidad de alimento y otros factores 

ambientales que justifican la adopción de un patrón estacional (Bronson 1985). 

 

Así, la mayoría de los ungulados presenta un período de estacionalidad reproductiva en el 

que los machos muestran importantes cambios en la condición corporal, el cíclo de la 

cuerna, la musculatura del cuello y tamaño e histología de los testículos (Hochereau et al., 

1978; Gosch y Fischer, 1989; Asher y Fisher, 1991; Malo et al., 2005b), que están 

estrechamente relacionados con la actividad sexual (Lincoln, 1979; Browun et al., 1991).  

 

De hecho, las mismas hormonas controlan ambos tipos de cambios, siendo la testosterona 

un importante regulador tanto del crecimiento de la cuerna, como de la espermatogénesis 

(Lincoln y Kay, 1979; Brown et al., 1991). 

 



EXPERIMENTOS 

81 

En el caso concreto de los cérvidos, se han observado grandes variaciones debidas a la 

estación en la calidad y cantidad de semen (Asher et al., 1993; Gizejewski, 2004; 

Martínez-Pastor et al., 2005b; Ungerfeld et al., 2008), existiendo además un período de 

quiescencia testicular durante la primavera y el verano en el cual los machos son infértiles 

(Suzuki et al., 1992; Blottner et al., 1995; Asher, 1998). Esta disminución de la calidad 

seminal fuera del período reproductivo puede llevar también asociada una disminución de 

la resistencia a la congelación (Haigh et al., 1984; Haigh et al., 1985; Gosh y Fischer, 

1989; Ciereszko et al., 2000; Soler, 2003). 

 

Pero el fotoperíodo no es el único factor que afecta a la producción espermática o a las 

características de motilidad, habiéndose comprobado en ungulados, que también se 

encuentran influenciadas por otros factores como la edad del animal, la frecuencia de 

eyaculación, y la genética (Amann y Almquist, 1962; Gosch y Fischer, 1989; Ollero et al., 

1996; Garde et al., 1998; Roldán et al., 1998; Garde et al., 1999; Gomendio et al., 2000; 

Anel et al., 2001, Brito et al., 2002; Thurston et al., 2002; Soler, 2003; Gizejewski, 2004; 

Malo et al., 2005b). Por lo tanto, la motilidad inicial de las muestras espermáticas 

epididimarias podría estar asociada a alteraciones funcionales y estructurales de las células 

espermáticas por algunos de los factores expuestos. 

 

En lo que respecta a la congelación de espermatozoides, durante años se ha estudiado la 

criopreservación de muestras seminales de ciervo rojo (Jaczewski et al. 1978; Krzywinski 

1981; Sipko et al. 1997), habiéndose conseguido refrigerar y congelar muestras de semen 

de estos animales en cautividad (Gordon 1997; Asher et al. 2000). Sin embargo, aunque en 

los últimos años ha mejorado considerablemente el uso de técnicas de reproducción 

asistida en los cérvidos, existen pocos trabajos en los que se haya comprobado si 

determinadas características de los individuos influyen sobre la resistencia a la 

congelación, pues algunas de ellas podrían estar relacionadas con las diferencias 

individuales entre animales. Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de estudio y 

recogida de datos básicos que permitan mejorar los conocimientos existentes sobre la 

influencia de los parámetros intrínsecos y extrínsecos en la calidad espermática para su 

aplicación en la optimización de los protocolos de criopreservación de espermatozoides, 

especialmente en los procedentes de epidídimo. De este modo se podría comprobar si la 

motilidad postdescongelación en las muestras espermáticas epididimarias, podría estar 
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asociada a algún tipo de alteraciones de las células espermáticas por algunos de estos 

factores. 

 

Por lo tanto, para intentar mejorar los resultados de la IA con semen descongelado, es 

importante estudiar los factores que pueden afectar a la producción espermática y a las 

características de motilidad de los espermatozoides después del proceso de 

criopreservación, pues se ha comprobado que tanto la edad (Garde et al., 1998), como la 

condición corporal o el índice testicular (Soler, 2003; Malo et al, 2005b; Martínez-Pastor 

et al., 2008), podrían estar relacionados con la resistencia a la congelación, y en 

consecuencia con los parámetros de motilidad a la descongelación. 

 

Por ello, en esta tesis se ha evaluado cómo afectan determinadas características extrínsecas 

e intrínsecas al macho como son el mes de recogida de los espermatozoides, la edad de los 

animales, su condición corporal y el índice testicular, en la calidad espermática medida a 

partir de los valores objetivos de motilidad obtenidos mediante CASA, tanto en muestras 

epididimarias frescas, como en muestras descongeladas de ciervo ibérico. 

 

 
2.3.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

Para realizar estos experimentos se utilizaron las mismas muestras espermáticas evaluadas 

en apartados anteriores, realizándose una primera evaluación con material seminal recién 

recuperado de la cola del epidídimo.  

 

También se utilizaron las mismas muestras espermáticas evaluadas en apartados anteriores 

para estudiar las correlaciones entre los parámetros cinéticos objetivos después de la 

descongelación de las muestras, y los factores intrínsecos y extrínsecos al macho.  

 

Tanto en muestras recién obtenidas, como en las descongeladas, el único parámetro 

extrínseco que se estudió fue el mes de recogida de las muestras espermáticas 

epididimarias, mientras que entre los factores intrínsecos al macho se evaluaron la edad, el 

índice de grasa renal, el perímetro torácico, y el índice testicular. 
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2.3.2.1 - MUESTRAS RECIÉN OBTENIDAS 

 

2.3.2.1.1. Parámetos extrínsecos al macho. 

 

Los meses en los que se recogieron los testículos de los machos abatidos fueron: octubre, 

noviembre, diciembre, enero, y febrero. Estas muestras se recogieron durante 2 temporadas 

de caza consecutivas: 1999/00, y 2000/01.  

 

En cuanto al análisis estadístico, en primer lugar se hicieron estudios descriptivos de los 

parámetros objetivos de motilidad medidos mediante CASA en cada uno de los meses 

estudiados. Después se realizó un análisis de varianza utilizando un modelo lineal general, 

en el que la variable independiente fue el mes de obtención de las gónadas, y las variables 

dependientes los parámetros cinéticos objetivos obtenidos mediante el sistema CASA para 

las muestras recién obtenidas, las analizadas después de la descongelación, y por útimo los 

obtenidos después de dos horas de incubación de las muestras.  

 

2.3.2.1.2. Parámetros intrínsecos al macho. 

 

La edad de los venados se expresó en años y fue determinada en el laboratorio Matson’s de 

Milltown, en Montana (EEUU). La técnica utilizada se basa en realizar una estimación de 

la edad a partir de determinadas líneas del cemento de los dientes (Mitchell, 1963).  

 

En cuanto a la condición corporal, se estimó a partir de la cantidad de grasa acumulada 

alrededor del riñón, siendo ésta una buena indicadora de la misma (Riney, 1955). Para 

estimar la condición corporal de los animales, se determinó un índice indicativo de grasa 

renal representado por el peso de la grasa renal dividido por el peso del riñón, y expresado 

en porcentaje (Figura 16).  
 

               Figura 16. Fotografías mostrando la grasa que recubre los riñones 
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Para medir el perímetro torácico se utilizó una cinta métrica con la que se rodeó el tórax. 

Las dos puntas de la cinta se colocaron juntas, y se anotó la circunferencia medida. El 

índice testicular se calculó como la media entre el volumen y la anchura, dividiendo la 

cifra resultante entre el perímetro torácico.  

 

Por último, para conocer el tamaño testicular, se midieron los perímetros y los diámetros 

de los testículos. La relación entre estas medidas y el perímetro torácico, nos permite 

calcular el índice testicular. Utilizando este índice ha podido corregirse el tamaño 

testicular, relacionándolo con el tamaño corporal. 

 

En cuanto al análisis estadístico de los resultados, se realizó un análisis de correlación de 

Pearson entre todos estos parámetros (edad, condición corporal, y tamaño testicular), con 

el fin de conocer la dependencia entre ellos. Cuando resultaron ser parámetros 

independientes, se estudió la relación entre los parámetros objetivos de motilidad y dichos 

parámetros. Así, se realizó un análisis de regresión múltiple entre los parámetros 

intrínsecos de los animales como variables predictoras, y los parámetros objetivos de 

motilidad medidos mediante CASA como variables dependientes. 

 

Por último, las muestras se clasificaron en tres grupos de edad, uno para animales menores 

de 4 años, otro para edades comprendidas entre 4 y 9 años, y un tercer grupo para los que 

superaban los 9 años de edad. Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) para estudiar la 

existencia de diferencias entre cada uno de los parámetros objetivos de motilidad y los 

diferentes grupos de edad, realizándose después un análisis de regresión lineal. 

 

 
2.3.2.2- MUESTRAS DESCONGELADAS 

 
 
2.3.2.2.1.  Parámetos extrínsecos al macho. 

 

El diseño experimental fue igual al descrito en el apartado anterior para muestras 

espermáticas epididimarias recién obtenidas. El objeto de este análisis fue estudiar la 

existencia de diferencias en los valores de los parámetros objetivos de motilidad dados por 
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el sistema CASA después de la descongelación, en función del mes de recogida del 

material seminal desde el epidídimo. 

 

Respecto al análisis estadístico, se realizaron estudios descriptivos de los parámetros 

objetivos de motilidad medidos mediante CASA para cada uno de los meses estudiados. 

Posteriormente se hizo un análisis de varianza utilizando un modelo lineal general, cuya 

variable independiente fue el mes de obtención de las gónadas, siendo las variables 

dependientes los parámetros objetivos de motilidad obtenidos para las muestras 

descongeladas. 

 
 
2.3.2.2.2. Parámetos intrínsecos al macho. 

 

Como ya se ha explicado en el apartados anteriores, la edad de los venados se expresó en 

años y fue determinada en el laboratorio Matson’s, en Montana (EEUU). La condición 

corporal se estimó a partir de la cantidad de grasa acumulada alrededor del riñón mediante 

la utilización del índice indicativo de grasa renal. Dicho índice representa el peso de la 

grasa renal, dividido entre el peso del riñón.  

 

El perímetro torácico, el tamaño testicular, y los diámetros de los testículos, se midieron 

utilizando una cinta métrica no elástica tal y como se ha descrito en el apartado 2.3.2.1 de 

esta tesis. El índice testicular se calculó como la media entre la altura y la anchura de los 

testículos, dividiendo la cifra resultante entre el perímetro torácico.  

 

Se hicieron análisis estadísticos descriptivos de los parámetros intrínsecos al macho, 

realizándose además un análisis de correlación entre estos parámetros (edad, condición 

corporal y tamaño testicular) con el fin de conocer la dependencia entre ellos. Cuando 

resultaron ser parámetros independientes, se estudió la relación entre los parámetros 

objetivos de motilidad y los parámetros intrínsecos mediante un análisis de regresión 

múltiple, siendo los parámetros corporales de los animales las variables predictoras, y los 

parámetros objetivos de motilidad medidos mediante CASA después de la descongelación, 

las variables dependientes. 
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2.3.3. RESULTADOS 

 

 
2.3.3.1 - EFECTO DEL MES DE OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS SOBRE LOS PARÁMETROS 

OBJETIVOS DE MOTILIDAD EN MUESTRAS EPIDIDIMARIAS RECIÉN OBTENIDAS 

 

El análisis de varianza ANOVA ha mostrado que existen diferencias significativas entre 

los diferentes meses estudiados para los parámetros VSL, LIN, STR y ALH. En el caso 

concreto de LIN y STR, el efecto del mes ha sido muy altamente significativo (p<0,001), y 

muy significativo en el caso de ALH (p<0,01). Por último, el parámetro VCL ha mostrado 

tendencia a la significación (p<0,1). 

 

En las figuras 17, 18 y 19, se detallan los valores medios ± el error estándar de la media en 

los meses de obtención de las muestras para los principales parámetros de motilidad en las 

muestras epididimarias recién obtenidas. 
 
 

Figura 17. Medias ± sem de los valores medios de VCL, VSL y VAP evaluados en meses diferentes. 
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Índices diferentes (a, b) indican diferencias significativas: P< 0,05 
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Figura 18.  Medias ± sem de los valores medios de LIN y STR evaluados en meses diferentes 
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Índices diferentes (a, b) indican diferencias significativas: P< 0,05 

 

 

Figura 19. Medias ± sem de los valores medios de ALH y BCF evaluados en meses diferentes. 
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Índices diferentes (a, b, c) indican diferencias significativas: P< 0,05 
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Como puede observarse en las figuras 17, 18 y 19, los valores más bajos, tanto para los tres 

tipos de velocidades, como para LIN y STR, se midieron en febrero al final de la estación 

reproductiva. Los valores más altos se observaron en octubre para las tres velocidades, 

mientas que para LIN y STR fueron en noviembre y enero. Ocurrió lo contrario para los 

valores de ALH y BCF, que mostraron los valores más bajos en los meses de noviembre y 

octubre respectivamente, mientras que los más altos se observaron en febrero. 

 

 

2.3.3.2 - EFECTO DEL MES DE OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS SOBRE LOS PARÁMETROS 

OBJETIVOS DE MOTILIDAD DESPUÉS DE LA DESCONGELACIÓN. 

 

Una vez realizado el análisis de varianza, se comprobó que existe un efecto significativo 

del mes con los parámetros objetivos de motilidad a la descongelación, con la única 

excepción de la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (tabla 14). El grado de 

significación fue muy alto para las tres variables de velocidad, así como para el índice de 

linealidad. 
 
Tabla 14. Efecto del mes sobre los parámetros objetivos de motilidad en muestras espermáticas 
epididimarias descongeladas de ciervo ibérico. 
 

Mes Variable dependiente Significación 
 VCL *** 
 VSL *** 
 VAP *** 
 LIN *** 
 STR ** 
 ALH n.s. 
 BCF * 

               (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; n.s. no significativo) 

 

En las figuras 20, 21 y 22, se detallan los valores medios ± el error estándar de la media de 

los parámetros de motilidad tras la descongelación en los meses de obtención de las 

muestras epididimarias de ciervo. 



EXPERIMENTOS 

89 

Figura 20. Medias ± SEM para los valores medios de VCL, VSL y VAP en espermatozoides epididimarios 
descongelados según meses. 
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Índices diferentes (a, b, c) indican diferencias significativas: P< 0,05 

 

 

Figura 21. Medias ± SEM para los valores medios de LIN y STR en espermatozoides epididimarios 
descongelados según meses. 
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Índices diferentes (a, b, c) indican diferencias significativas: P< 0,05 
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Figura 22. Medias ± SEM para los valores medios de ALH y BCF en espermatozoides epididimarios 
descongelados según meses. 
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Índices diferentes (a, b, c) indican diferencias significativas: P< 0,05 

 

 

En las figuras anteriores puede verse que los valores más bajos de los parámetros de VCL, 

VSL, VAP, LIN y STR corresponden al mes de octubre, y los más altos al mes de 

noviembre para todas las variables excepto para STR, cuyo valor máximo se observó en 

febrero. Los valores obtenidos para ALH y BCF apenas mostraron diferencias entre meses, 

correspondiendo los valores más bajos al mes de enero para la BCF, y al mes de febrero 

para ALH, mientras que los valores más altos para estos dos parámetros correspondieron a 

los meses de octubre y noviembre. Además, se hallaron diferencias significativas entre 

meses para la mayoría de las variables dependientes 

 

 
2.3.3.3  EFECTO DE LA EDAD SOBRE LOS PARÁMETROS OBJETIVOS DE MOTILIDAD EN 

MUESTRAS EPIDIDIMARIAS RECIÉN OBTENIDAS. 

 

En las figuras 23, 24 y 25 se muestran los valores medios y el error estándar de la media de 

los parámetros objetivos de motilidad obtenidos inmediatamente después de la extracción 

de las muestras espermáticas. Los animales tenían edades comprendidas entre los 2 y los 

12 años.  

 

Asimismo, para estudiar la influencia de las edades de los animales sobre los parámetros 

objetivos de motilidad, se realizó un análisis de varianza (ANOVA), comprobándose que la 

edad no ejerce ningún efecto significativo sobre los parámetros estudiados.  
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Figura 23. Valores medios y error medio estándar de las velocidades objetivas VCL, VSL y VAP para las 
edades estudiadas. 
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Figura 24. Valores medios y error medio estándar de LIN, y STR para las edades estudiadas. 

 
 

Figura 25. Valores medios y error estándar de la media de ALH y BCF para las edades estudiadas. 
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En las figuras anteriores puede comprobarse que los parámetros objetivos de velocidad con 

valores más altos se obtuvieron para los machos de 5 años de edad, y los más bajos para 

los de 11 años. Para los índices LIN y STR los valores más bajos se obtuvieron para los 

machos más jóvenes (de 2 a 4 años de edad), y los más altos para los ciervos de 8 años. Por 

último, los parámetros ALH y BCF presentaron los valores más bajos para los animales de 

6 años, y los más bajos para los animales de 3-4 años. No obstante es importante señalar, 

que no se aprecian diferencias significativas con la edad del animal en ninguna de las 

medidas obtenidas mediante CASA para los parámetros objetivos descritos.  

 

Sin embargo, al estudiar la influencia de la edad en los parámetros objetivos de motilidad 

después de realizar una clasificación de los animales en tres grupos de edad, se comprobó 

que si existían diferencias significativas para las tres velocidades objetivas (VCL, VAP, y 

VSL). Así, en la figura 26 se detallan los gráficos de caja correspondientes a los 

parámetros objetivos de motilidad para los distintos grupos de edad, en los que puede verse 

que el análisis ANOVA presenta diferencias significativas para VCL y VAP entre el grupo 

de animales menores de 3 años y el grupo de animales con edades comprendidas entre 4 y 

8 años, siendo mayores en este segundo grupo. Para VSL se han obtenido diferencias 

significativas entre el grupo de animales menores de tres años, que presentaron los valores 

más bajos, y el resto.  

 

Para el índice LIN se hallaron diferencias entre el grupo de animales menores de 3 años y 

el resto, resultando estas diferencias próximas a la significación No obstante, después de 

realizar el correspondiente análisis de regresión entre LIN y STR como variables 

dependientes, y los grupos de edad como variables predictoras, se ha obtenido una relación 

significativa (p<0,05) para ambos. 

 

Por último, para los parámetros ALH y BCF no se encontraron diferencias significativas 

entre los tres grupos de edades. 



EXPERIMENTOS 

93 

Figura 26. Distribución de valores de los parámetros objetivos de motilidad para los distintos grupos de 

edad. 
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2.3.3.4. EFECTO DE LA EDAD SOBRE LOS PARÁMETROS OBJETIVOS DE MOTILIDAD EN 

MUESTRAS EPIDIDIMARIAS DESCONGELADAS 

 

En las figuras 27, 28 y 29 se muestran los valores medios, con sus correspondientes errores  

estándar, para los parámetros objetivos de motilidad en función de la edad de los animales 

en muestras epididimarias de ciervo descongeladas. El análisis para la obtención de los 

valores de estos parámetros mediante el sistema CASA se realizó inmediatamente después 

de la descongelación de las muestras.  

 
Figura 27. Valores medios y error estándar de la media para VCL, VSL y VAP a las distintas edadesdespués 
de la descongelación de las muestras epididimarias. 
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Índices diferentes (a, b, c) indican diferencias significativas: P< 0,05 

 
Figura 28. Valores medios y error estándar de la media para LIN y STR por edades después de la 
descongelación de las muestras epididimarias 
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Índices diferentes (a, b, c) indican diferencias significativas: P< 0,05 
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Figura 29. Valores medios y error estándar de la media de ALH y BCF de las muestras epididimarias 
descongeladas para las distintas edades. 
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Índices diferentes (a, b, c) indican diferencias significativas: P< 0,05 

 

Si se observan los resultados de los gráficos anteriores, puede comprobarse que tanto los 

valores correspondientes a las tres clases de velocidades, como los valores de LIN, STR, 

ALH y BCF, apenas presentan diferencias para las distintas edades de los animales. De 

hecho, en el análisis de varianza realizado no se encontraron diferencias significativas para 

ninguno de los parámetros objetivos de motilidad en función de la edad.  

 

Sin embargo, cuando se estudió la influencia de la edad en los parámetros objetivos de 

motilidad tras la descongelación, pero haciendo una agrupación de los animales en tres 

clases de edad, se comprobó que existían diferencias significativas para LIN, STR y ALH. 

 

En la figura 30 se detallan los gráficos de caja correspondientes a los parámetros objetivos 

de motilidad tras la descongelación para los tres grupos de edades. El análisis ANOVA ha 

mostrado diferencias significativas para LIN y STR entre los animales menores de 3 años y 
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el grupo de animales con edades comprendidas entre 4 y 8 años, presentando los valores 

más altos el grupo de animales más jóvenes. Para ALH se han hallado diferencias 

significativas entre el grupo de animales menores de tres años y el resto, siendo más bajos 

los valores obtenidos para el grupo de animales menores de 3 años. 

 
Figura 30. Distribución de valores de los parámetros objetivos de motilidad tras la descongelación para los 
distintos grupos de edad. 
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En los casos de ALH y LIN la diferencia ha sido significativa (P<0,05), y en el del índice 

STR ha sido altamente significativa (P<0,01). 
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Por último, se realizaron análisis de regresión entre los grupos de edad como variable 

predictora, y los parámetros objetivos de motilidad tras la descongelación como variables 

dependientes, obteniéndose diferencias significativas para ALH (P<0,01) y STR (P<0,00). 

 

 
2.3.3.5. EFECTO DE LOS PARÁMETROS CORPORALES SOBRE LOS PARÁMETROS 

OBJETIVOS DE MOTILIDAD EN MUESTRAS EPIDIDIMARIAS RECIÉN OBTENIDAS 

 

Los resultados de los análisis descriptivos de los parámetros intrínsecos al macho se 

muestran en la tabla 15, detallándose el rango y el valor medio ± desviación estándar de la 

media de los índices de grasa renal y testicular, y del perímetro torácico.  
 

Tabla 15. – Medias ± desviación estándar de la media para los parámetros corporales estudiados. 
 

 

 

En la tabla 15 se recogen los resultados obtenidos después de realizar un análisis de 

correlación entre los parámetros corporales estudiados. Estos análisis ponen de manifiesto 

la existencia de correlaciones entre el perímetro torácico y el índice testicular. 
 

En cuanto a las correlaciones halladas entre los parámetros corporales y los parámetros 

objetivos de motilidad, en la tabla 16 puede comprobarse la existencia de correlaciones 

entre el índice de grasa renal y todos los parámetros objetivos de motilidad, con la 

excepción de ALH y BCF, siendo negativas en todos los casos. El perímetro torácico no 

está correlacionado con ninguno de los parámetros objetivos estudiados, y el índice 

testicular ha resultado correlacionado negativamente con ALH y BCF. 

Parámetros corporales Media ± Dest Rango 

Índice de grasa renal (%) 19,17 ± 13,73 5,5 - 83 

Perímetro torácico (cm) 117,10 ± 7,49 101 - 140 

Índice testicular (%) 0,27 ± 0,035 0,117 – 0,361 
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Tabla 16. – Correlaciones de Pearson entre los parámetros corporales estudiados 

 Índice grasa renal Perímetro torácico Índice testicular 

Índice grasa renal 1 0,159 0,136 

Perímetro torácico 0,159 1       0,326 ** 

Índice testicular 0,136 0,326 ** 1 

**. La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 

*. La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 

 

 

Tabla 17. Correlaciones de Pearson entre los parámetros corporales y los parámetros objetivos de motilidad. 

 VCL VSL VAP LIN STR ALH BCF 

IndiceGrasaRenal - 0,260(**) -0,293(**) -0,330(**) -0,248(**) -0,202(*) 0,027 0,117 

Perim. torácico 0,013 -0,137 -0,09 -0,195 -0,182 0,041 -0,019 

Indice testicular 0,096 0,128 0,124 0,093 0,082 -0,169(*) -0,145(*) 

**. La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 

*. La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 

 

 

Para conocer de manera más detallada la relación existente entre los parámetros corporales 

de los ciervos y los parámetros objetivos de motilidad, en la tabla 18 se muestran los 

resultados observados después de realizar un análisis estadístico de regresión múltiple, 

utilizando los parámetros corporales como variables predictoras, y los parámetros objetivos 

de motilidad como variables dependientes.  
 

Tabla 18. – Influencia de los parámetros corporales en los parámetros objetivos de motilidad obtenidos 
mediante metodología CASA en muestras epididimarias de ciervo. 
 

. VCL(µm/s) VSL(µm/s) VAP(µm/s) LIN (%) STR (%) ALH(µm) BCF (Hz) 

Índ. grasa renal (%) 0,01 ** < 0.01*** < 0.01  *** 0,03  * 0,05 * 0,97  n.s. 0,19  n.s. 

Per. Torácico (cm) 0,20 n.s. 0,31 n.s. 0,06  n.s. 0,01  ** 0,05 * 0,44  n.s. 0,67 n.s. 

Índ. Testicular (%) 0,43 n.s. 0,33 n.s. 0,03  * 0,6 n.s.    0,59 n.s. 0,008** 0,12 n.s. 

 (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; n.s. no significativo) 
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Las ecuaciones predictivas fueron las siguientes: 

 

VCL= (118,79±2,64) – (0,368±0,113) IGR                                                     (F= 5,86; r2=0,078;    p=0,004) 

VSL= (76,95±2,68) – (0,425±0,12) IGR                                                         (F= 13,61; r2=0,079; p=<0,001) 

VAP= (91,58±2,73) – (0,493±0,117) IGR + (99,88±44,9) IT                         (F=5,643 ; r2=0,038;  p=0,019) 

LIN= (103,84±16,59) – (0,188±0,075) IGR – (0,325±0,143) PT                    (F= 6,99; r2=0,092;    p=0,001) 

STR= (110,36±13,3) – (0,118±0,061) IGR – (0,229±0,114) PT                     (F= 6,168; r2=0,065;    p=0,01) 

ALH= (3,68±0,92) – (4,62±1,73) IT                                                                (F= 3,7; r2=0,039;      p=0,026) 

 

 

El análisis de regresión lineal muestra que en la mayoría de los casos los parámetros 

corporales influyen significativamente en las variables respuesta. Así, el índice testicular 

muestra una influencia positiva en VAP y negativa en ALH.  

 

En cuanto a la influencia del perímetro torácico del animal en los índices LIN y STR, es en 

ambos casos negativa.  

 

Por último, el índice de grasa renal influye en todos los parámetros objetivos de motilidad 

excepto en ALH y BCF, siendo en todos los casos negativa. 

 

 
2.3.3.6. EFECTO DE LOS PARÁMETROS CORPORALES SOBRE LOS PARÁMETROS 

OBJETIVOS DE MOTILIDAD EN LAS MUESTRAS EPIDIDIMARIAS DESCONGELADAS  

 

Los resultados de los análisis descriptivos de los índices de grasa renal y testicular, así 

como del perímetro torácico, ya han sido mostrados anteriormente y mostrados en la tabla 

15 de esta tesis. Asimismo, en la tabla 16 de ese mismo capítulo, se han detallado los 

resultados de los análisis de correlación de Pearson entre los tres parámetros corporales 

estudiados. Dichos análisis demostraron que el perímetro torácico y el índice testicular 

están correlacionados positivamente (r=0,326; p<0.01). 
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Tabla 19. Correlaciones de Pearson entre los parámetros corporales y los parámetros objetivos de motilidad. 
 
 VCL VSL VAP LIN STR ALH BCF 

IndiceGrasaRenal -0,191(*) -0,097 -0,196(*) 0,020 0,167(*) -0,304(**) -0,104 

perim torac -0,112 -0,076 -0,099 -0,048 -0,035 -0,088 -0,043 

Indice testi -0,126 -0,133 -0,166(*) -0,129 -0,089 0,035 0,115 

**. La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 

*. La correlación es significante al nivel 0,05 (bilateral). 

 

Asimismo, en la tabla 19 puede comprobarse la existencia de correlaciones entre el índice 

de grasa renal y varios de los parámetros objetivos de motilidad, que en el caso de VCL, 

VAP y ALH fueron negativas.  

 

El perímetro torácico no está relacionado con ninguno de los parámetros objetivos 

estudiados, y el índice testicular resultó estar relacionado negativamente con VAP. 

 

Para conocer con más detalle la influencia de los parámetros corporales de los animales 

sobre los parámetros objetivos de motilidad de las muestras de epidídimo de ciervo ibérico, 

en la tabla 20 se han agrupado los resultados obtenidos después de realizar un análisis 

estadístico de regresión múltiple entre los parámetros corporales del animal como variables 

predictoras, y los parámetros objetivos de motilidad como variables dependientes.  

 
Tabla 20. Influencia de los parámetros corporales en los parámetros cinéticos objetivos obtenidos mediante 
análisis CASA tras la descongelación de las muestras de epidídimo. 
 

V. dependiente VCL(µm/s) VSL(µm/s) VAP(µm/s) LIN (%) STR (%) ALH(µm) BCF (Hz) 

V. independiente Significac Significac Significac Significac Significac Significac Significac 

Índice testicular 0,022* 0,028* 0,003** 0,04* 0,353 n.s 0,862 n.s. 0,221 n.s. 

Perímetro torácico 0,331 n.s. 0,556 n.s. 0,63 n.s. 0,516 n.s. 0,95 n.s. 0,901 n.s. 0,705 n.s. 

Índice grasa renal 0,007** 0,123 n.s. 0,04** 0,079 n.s. 0,04* 0,001** 0,356 n.s. 

    (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; n.s. no significativo) 
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Las ecuaciones predictivas fueron las siguientes: 
 

VCL= (161,17±13,19) – (0,386±0,14) IT – (107,56±46,26) IGR                    (F= 5,78; r2=0,078; p=0,007) 

VSL= (112,17±12,8) – (100±44,89) IT                                                            (F= 3,31; r2=0,046; p=0,039) 

VAP= (144,24±14,31) – (149,56±50,2) IT – (0,44±0,15) IGR                        (F= 7,72; r2=0,101; p=0,001) 

LIN= (74,32±5,73) – (44,6±21,43) IT                                                              (F= 2,17; r2=0,035; p=0,118) 

STR= (91,72±9,04) + (0,097±0,047) IGR…                                                    (F= 1,93; r2=0,041; p=0,127) 

ALH= (5,01±1,01) – (0,018±0,005) IGR……                                                ..(F= 4,53; r2=0,091; p=0,005) 

 

El análisis de regresión lineal muestra que el perímetro torácico no tiene influencia sobre 

ninguno de los parámetros de motilidad.  

 

En lo que respecta al índice testicular, influye negativamente sobre las tres velocidades 

objetivas (VCL, VSL y VAP) y el índice de linealidad (LIN).  

 

Por último, el índice de grasa renal influye negativamente sobre ALH, VCL y VAP y 

positivamente sobre el índice STR. 
 

 

4.3.4. DISCUSIÓN 

 

En esta tesis se ha comprobado que los parámetros objetivos de motilidad de los 

espermatozoides de epidídimo de ciervo ibérico, varían con factores como la edad de los 

ciervos, el  mes de recogida de los espermatozoides y con otros parámetros corporales 

como el índice testicular, la cantidad de grasa renal o el peso del animal. Por ello, es 

aconsejable conocer la calidad espermática a lo largo del año, con el fin de implantar una 

buena estrategia para la recolección del semen. 

 

La mayoría de las especies cuyo origen está en las zonas de climas templados, muestran 

modelos de reproducción estacionales (Lincoln, 1985). En este sentido, los trabajos 

realizados con ungulados silvestres han puesto de manifiesto la existencia de una 

estacionalidad reproductiva muy marcada, siendo la actividad sexual y la espermatogénesis 
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muy elevadas durante la temporada reproductiva (Clutton-Brock et al., 1982), lo que 

supone una importante restricción en la recogida de espermatozoides, afectando la 

estacionalidad no sólo a la cantidad, sino también a la calidad del semen (Garde et al., 

2006). 

 

La testosterona se sintetiza en las células de Leydig, y aunque aún no se ha podido afirmar 

con rotundidad si es la testosterona la que influye específicamente sobre el desarrollo de la 

motilidad espermática, o si simplemente beneficia la viabilidad de los espermatozoides 

(Moore et al., 1998), está claro que repercute en la función epididimaria, y que la luz afecta 

indirectamente al epidídimo mediante la acción sobre las células de Leydig. De este modo, 

los niveles de testosterona en el epidídimo y por lo tanto la espermatogénesis y la 

maduración espermática, se ven modificados dependiendo del fotoperíodo, pudiendo 

influir en las características de motilidad de los espermatozoides.  

 

La estacionalidad se controla por las fluctuaciones de la hormona melatonina producida 

por la glándula pineal durante la noche. Por lo tanto, dependiendo del fotoperíodo, la 

concentración de melatonina en el cuerpo se eleva o baja, regulando la producción de 

hormona liberadora de gonadotropina (GnRH). Uno de sus efectos finales es el control de 

los niveles de testosterona a través de pulsos de LH, que se elevan antes de la estación 

reproductiva alcanzando el pico durante este período, y cayendo posteriormente (Gerlach y 

Aurich, 2000). Dado que se necesita testosterona para la recrudescencia testicular y una 

espermatogénesis adecuada, este ciclo hormonal sincroniza la actividad sexual de los 

machos y, por consiguiente, los espermatozoides se producen sólo en el período adecuado 

del año (Martínez-Pastor et al., 2005b). 

 
Así, García et al. (2003) comprobaron por primera vez en ciervo rojo, que la glándula 

pineal de la hembra adulta es muy sensible a los cambios diarios y estacionales de la 

iluminación natural ambiental. Además, en otro estudio realizado con ciervos rojos, los 

machos respondieron al fotoperíodo mostrando cambios en la actividad reproductiva y en 

el patrón de ingesta de alimentos y del crecimiento (Suttie y Simpson1985) y, en ciervo 

sika, se demostró que la manipulación artificial del fotoperíodo puede alterar el momento 

del ciclo de la cuerna (Goss 1969a, b; Goss y Rosen 1973).  
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En general, los ciervos silvestres muestran patrones reproductivos estacionales, utilizando 

estrategias reproductivas para sincronizar los partos de forma que las crías tengan una 

mayor probabilidad de supervivencia, como sucede con la mayoría de los ungulados 

(Ungerfeld et al., 2008). Los partos en las especies de clima templado (por ejemplo, el 

ciervo mulo (Bowyer, 1991), ciervo de Eld (Monfort et al., 1993), ciervo alpino almizclero 

(Xiu Xiang et al., 2003), ciervo del Padre David (Brinklow, 1993), ciervo rojo (Hochereau-

de Reviers y Lincoln, 1978; Clutton-Brock et al., 1982; Haigh et al., 1984; Asher y Fisher, 

1991; Asher et al., 1993; Gizejewski, 2004), ciervo de Cola blanca (Peles et al., 2003; 

Arenas, 2011), gamo (Asher y Fisher, 1991; Asher et al., 1993), ciervo de las pampas 

(Ungerfeld et al., 2008), ciervo sika (Suzuki et al., 1992) y el corzo (Gosh y Fischer, 1989; 

Gaillard et al., 1993)) tienen lugar en primavera-verano. Estos patrones reproductivos 

estacionales pueden estar influenciados por diversos factores como el fotoperíodo (Bunnel, 

1980), la densidad de población (Langvatn et al., 2004), los efectos del cambio climático a 

corto (Cameron et al., 1993) o largo plazo (Bowyer et al., 1998), la condición física del 

animal durante la berrea (Adams, 1998), la fenología de la vegetación (Loe et al., 2005), o 

los estímulos socio-sexuales (Verme et al., 1987; Komers et al., 1999). 

 

El ciervo ibérico es una de las especies en las que el celo aparece concentrado durante la 

época de berrea, siendo evidentes los cambios en la producción y calidad espermática a lo 

largo del año (Martínez-Pastor et al, 2005b; Malo et al., 2005b). Así, en un estudio 

realizado por Garde et al. (1999) y en otros estudios realizados por Anel et al., (1999, 

2000) con semen de ciervo ibérico, se comprobó que los animales eran capaces de producir 

espermatozoides desde octubre hasta febrero, pero no había presencia de los mismos en los 

eyaculados del mes de mayo. 

 

Asimismo, McMillan et al. (1998) también hallaron un aumento en el porcentaje total de 

espermatozoides móviles en rumiantes después de finalizar la época de celo, habiéndose 

comprobado en el caso concreto del alce, que la estacionalidad afectaba tanto a la cantidad 

como a la calidad del semen, por lo que pudieron obtenerse dosis de semen durante la 

estación reproductiva, pero no en junio y julio (Haiht et al.,1984). 

 

En cuanto a los resultados obtenidos en esta tesis, y comenzando por las diferencias entre 

meses de los parámetros objetivos de motilidad, el análisis de varianza ANOVA ha 



EXPERIMENTOS 

104 

indicado la existencia de diferencias significativas para todos los parámetros excepto para 

BCF y VAP, siendo el efecto del mes muy significativo (p<0,001) en el caso concreto de 

los índices LIN y STR, lo que indica que el mes de recogida de los espermatozoides está 

relacionado con la linealidad de sus trayectorias, observándose una mayor progresividad 

durante los meses de invierno, después de la berrea.  

 

Además, se ha comprobado que los valores más bajos para VCL, VSL y VAP se 

obtuvieron  hacia el final de la época reproductiva, mientras que los más altos se 

presentaron al comienzo de la misma. Ocurrió lo contrario para ALH y BCF, cuyos valores 

más bajos se mostraron en octubre y noviembre respectivamente, y los más altos en 

febrero.  

 

En cuanto a los índices LIN y STR, sus valores fueron aumentando después de la berrea 

hasta alcanzar valores máximos en pleno invierno, con dos picos similares en los meses de 

noviembre y enero, para descender de manera acusada en febrero. En este sentido, 

conviene recordar que los parámetros objetivos ALH y BCF reflejan características del 

movimiento de los espermatozoides que no contribuyen a la progresividad de su 

movimiento, por lo que valores altos de estos parámetros implicarían ineficiencia o 

movimiento errático de los espermatozoides (Malo et al., 2005a). 

 

Asimismo, Martínez-Pastor et al. (2005b) apreciaron una mejora de la calidad espermática 

en ciervo ibérico en el período de la estación reproductiva inmediatamente posterior a la 

berrea, así como un gran empeoramiento de la misma fuera de la estación reproductiva 

(febrero). En cuanto a los valores de los parámetros objetivos de motilidad, Martínez-

Pastor et al. (2005b) también observaron un aumento de los valores de LIN, BCF y ALH 

hacia el final de la estación reproductiva, y aunque la viabilidad espermática y el estado del 

acrosoma fueron tan buenos o incluso mejores después de la berrea, los espermatozoides 

recogidos en febrero apenas presentaron motilidad. Además, en otro estudio realizado con 

subpoblaciones espermáticas en ciervo ibérico, encontraron diferencias entre las muestras 

recogidas durante la berrea y las recogidas después de la misma. Estas diferencias se 

atribuyeron al estado de maduración de los espermatozoides epididimarios, que podrían 

sufrir fenómenos de hiperactivación en el epidídimo como consecuencia de un tiempo de 
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permanencia en el mismo demasiado prolongado, resultando en este caso la 

hipermaduración en una mejoría de la motilidad (Martínez-Pastor et al., 2005a).  

 

En este sentido, hay que tener en cuenta que las ciervas pueden tener varios ciclos estrales 

durante la época de celo, pero conforme avanza la misma, la mayoría de ellas van 

quedando gestantes y los machos tienen menos oportunidades de aparearse. Los 

espermatozoides almacenados en la cola del epidídimo deberían ser jóvenes y completar su 

maduración al contactar con el plasma seminal durante la eyaculación; sin embargo, 

después de la berrea los espermatozoides permanecen más tiempo en la cola del epidídimo, 

por lo que la hipermaduración podría hacerse aparente en forma de un aumento del número 

de espermatozoides móviles y de los parámetros de motilidad, lo que se traduciría en un 

aumento de la calidad. Estas variaciones estacionales también se han observado en las 

subpoblaciones espermáticas de ciervo ibérico, ya que la subpoblación de movimiento no 

lineal desciende a lo largo de la estación reproductiva, mientras que otra subpoblación de 

movimiento lineal aumenta de forma más o menos proporcional (Martínez-Pastor et al., 

2005a). 

 

Otra explicación de los mayores valores de los índices de linealidad y rectitud 

inmediatamente después de la berrea, es que podrían ser una consecuencia de los cambios 

espermatogenéticos ocurridos al final de la misma, en la que habría un menor número de 

espermatozoides, pero de mejor calidad. En este sentido, Gizejewski (2004) estudió las 

características del semen de ciervo obtenido mediante vagina artificial a lo largo del año y 

encontró algunos rasgos que puedan estar relacionados con los resultados obtenidos en esta 

tesis, pues cuando estudió las diferentes fracciones de los eyaculados recogidos con vagina 

artificial durante los periodos de celo (agosto), apareamiento (septiembre- diciembre), 

transición (diciembre- febrero) y post-apareamiento ( febrero - abril), encontró que durante 

la época de celo ( temporadas berrea y post-berrea en esta tesis), la fracciones eran de color 

amarillo y blanco, siendo la fracción blanca rica en espermatozoides. Sin embargo, durante 

el período de post-apareamiento (incluyendo febrero) podía obtener solamente la fracción 

gris (muy pobre en espermatozoides). Además, halló una mayor concentración de 

espermatozoides en el momento de mayor líbido (correspondiente a la berrea en esta tesis), 

aunque la movilidad de los espermatozoides fue mejor en ese período que en el resto del 

período de apareamiento, a diferencia de lo sucedido en esta tesis con los espermatozoides 
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del epidídimo. Este hecho podría estar relacionado con la interacción de los 

espermatozoides con el plasma seminal después de abandonar el epidídimo (Martínez-

Pastor et al., 2005b).  

 

Continuando con los cambios en la calidad espermática durante la estación reproductiva, 

en un trabajo realizado con espermatozoides de epidídimo de ciervo ibérico se estudiaron 

las relaciones entre el tamaño y complejidad de la cuerna, el tamaño de los testículos y la 

producción, calidad y velocidad de los espermatozoides, comprobándose que todos ellos 

estaban positivamente relacionados, mejorando la calidad espermática y la velocidad de los 

espermatozoides durante el periodo de cuerna dura (Malo et al., 2005b). Además, en otro 

trabajo se hallaron relaciones significativas del tamaño de la cuerna con VSL y VAP (Malo 

et al., 2005a). 

 

Se observaron resultados similares en otras especies de cérvidos como el gamo (Gosch y 

Fischer, 1989), el ciervo axis (Umapathy et al., 2007) y el ciervo de Cola blanca (Arenas, 

2011), cuando se estudiaron las variaciones estacionales en las características del semen y 

su asociación con el tipo de cuerna, comprobándose que el volumen testicular medio, la 

concentración de testosterona, la concentración espermática y el porcentaje de motilidad, 

eran más altos en el período de cuernas duras que en el período de cuernas de terciopelo o 

en el de pérdida de la cuerna. 

 

Continuando con el ciervo ibérico, pero trabajando con semen procedente de 

electroeyaculación, Anel et al (2000) comprobaron que la concentración y el volumen 

alcanzaban los valores más altos en otoño y descendían en invierno, llegando a valores 

mínimos en primavera. Sin embargo, la calidad fue similar en otoño e invierno. Durante el 

otoño, acompaña al semen una secreción pegajosa y viscosa de color amarillo denominada 

"miel" cuya presencia puede afectar a su calidad, pero esta sustancia no aparece en 

invierno. En el caso de la electroeyaculación hay muchos factores que afectan a la calidad 

del semen, y aparte de la técnica de recogida y de los factores intrínsecos al macho, la 

estación es el más importante (Garde et al., 2006).  

 

Gizejewski (2004) obtuvo resultados comparables en ciervo rojo, comprobando que 

durante el período de máxima líbido (desde finales de septiembre a primeros de 
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noviembre) mejoraban significativamente la motilidad y descendía la presencia de 

morfoanomalías en los espermatozoides, aumentando además el tamaño y peso de los 

testículos, la concentración espermática y el número total de espermatozoides. En cuanto a 

la duración media de la motilidad de los espermatozoides, durante el periodo reproductivo 

fue casi el doble que antes y después de la misma. 

 

En lo que respectas a otras especies, en guepardo (Acinonyx jubatus) se observó que el 

tamaño de los testículos era mayor en la época reproductiva, lo que producía un cierto 

efecto sobre la motilidad y la integridad acrosómica, cuyo resultado es que presentaban 

valores más elevados en el periodo posterior al celo (P<0,05) (Crossier et al., 2007). En un 

estudio previo, Wildt et al. (1993) también hallaron relaciones entre el volumen testicular y 

la calidad seminal. 

 

Finalmente, Loi et al (1990) obtuvieron resultados análogos en muflón, comprobando que 

los valores máximos de velocidad de los espermatozoides se obtenían bajo fotoperíodo 

decreciente en noviembre, y los mínimos durante fotoperíodo creciente entre diciembre y 

febrero. Asimismo, Sackmann y Schöne (1990) obtuvieron valores máximos en los meses 

de fotoperíodo decreciente, y mínimos en los de fotoperíodo creciente.  

 

En resumen, los resultados de esta tesis sobre el efecto de la estacionalidad en la motilidad 

de los espermatozoides de epidídimo de ciervo ibérico, coinciden con los obtenidos por 

otros autores en distintas especies de ciervos en cuanto a la evidencia de que el periodo 

reproductivo está sincronizado por el fotoperíodo, observándose un mayor porcentaje de 

espermatozoides móviles y/o una mayor calidad de movimiento de los mismos durante los 

meses de fotoperíodo decreciente dentro de la época reproductiva (gamo: Gosch y Fischer 

(1989); ciervo de Eld: Monfort et al. (1993); alce: McMillan et al. (1998); corzo: (Goeritz 

et al. (2003), Martínez-Pastor et al. (2005); ciervo rojo europeo: Gizejewski (2004); ciervo 

ibérico: Malo et al. (2005a,b), Martínez-Pastor et al. (2005a,b); ciervo axis: Umapathy et 

al. (2007); ciervo de Cola blanca: Arenas, (2011). Estos resultados están dentro de lo 

esperado teniendo en cuenta que la concentración de la testosterona plasmática es máxima 

durante la berrea, disminuyendo rápida y progresivamente a partir de este momento 

(Mirarchi et al., 1975; Lincoln y Kay, 1979; Haigh et al., 1984; Asher et al., 1989; Suzuki 

et al., 1992; Blottner et al., 1996; Roelants et al., 2002; Umapathy et al., 2007).  
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En lo que respecta a la influencia de la época del año en la calidad de las muestras 

espermáticas descongeladas, está demostrado que la marcada estacionalidad reproductiva 

que presentan la mayoría de los ungulados silvestres afecta a la calidad del semen, por lo 

que podría esperarse que afectara igualmente a la resistencia a la congelación de los 

espermatozoides (Haigh et al., 1984; Gosch y Fischer, 1989; Ciereszko et al., 2000).  

 

Así, los resultados de este trabajo han mostrado la existencia de diferencias significativas 

entre los meses de obtención de las muestras epididimarias de ciervo ibérico y todos los 

parámetros objetivos de motilidad después de la descongelación (p<0,001 para VCL, VSL, 

VAP y LIN; p<0,01 para STR y p<0,05 para BCF), con la única excepción de la ALH. Los 

valores más bajos para los parámetros de velocidad, así como para los índices LIN y STR 

han correspondido a mediados del mes de octubre, y los más altos a mediados de 

noviembre; mientras que para los valores del ALH y BCF los mayores valores 

correspondieron a los meses de octubre y noviembre. Estos resultados están en la misma 

línea que los obtenidos por Soler (2003) para muestras epididimarias de esta misma 

subespecie, ya que también obtuvo los mayores valores medios para la congelabilidad 

global durante los meses de noviembre y diciembre. Por lo tanto, los valores más altos se 

observaron en meses de fotoperíodo decreciente como podría esperarse. 

 

En el caso del ciervo rojo europeo, la concentración máxima de testosterona también se 

aprecia en los meses de fotoperíodo decreciente, comenzando a disminuir a partir de 

entonces hasta ser prácticamente indetectable en abril (Lincoln, 1971a,b; Lincoln et al., 

1970). En diferentes especies de ungulados se ha observado que el tamaño de las células de 

Leydig y del núcleo de las células de Sertoli es mayor durante los meses de días cortos, lo 

que se ha correlacionado positivamente con la concentración de testosterona (Hochereau y 

Lincoln, 1978; Hochereau et al., 1985). Por lo tanto podría pensarse, que los niveles de 

testosterona fluctúan de forma parecida en ciervo ibérico y ciervo rojo, pues coinciden los 

meses de mayores concentraciones de testosterona en otras subespecies de ciervos, con el 

periodo de tiempo en el que la resistencia a la congelación es mayor para las muestras 

epididimarias de ciervo ibérico (meses de fotoperíodo decreciente). 
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La concentración de testosterona en ungulados es más alta durante los meses de 

fotoperíodo decreciente, y la síntesis de determinadas proteínas epididiamarias depende de 

la presencia de andrógenos, interviniendo muchas de estas proteínas en la remodelación de 

la membrana de las células espermáticas, por lo que resultan imprescindibles para que los 

andrógenos puedan ejercer su función (Brooks y Higgins, 1980; Cooper, 1999; de Pauw et 

al., 2003). Simultáneamente, al disminuir la síntesis de andrógenos, también lo hacen los 

niveles de receptores de andrógenos en las células epididimarias (Zhu et al., 2000), siendo 

estos receptores imprescindibles para que los andrógenos puedan llevar a cabo su función. 

De este modo, es probable que cuando las concentraciones de testosterona comienzan a 

disminuir, se altere la secreción de determinadas proteínas que dependen de la secreción de 

esta hormona. Además, Yeung et al. (1999) sugirieron que algunos factores epididimarios 

presentes en el lumen pueden ser los responsables de que los espermatozoides adquieran la 

capacidad de regulación del volumen después de producirse cambios osmóticos. Si la 

presencia de estos factores también depende de la concentración de andrógenos, es posible 

obtener espermatozoides con dificultades para regular los cambios de volumen y, por lo 

tanto, ser más sensibles a la criopreservación al producirse cambios de volumen durante el 

periodo en el que la concentración de testosterona comienza a disminuir (Soler, 2003). 

 
En cuanto a la razón de que los valores de los parámetros objetivos de velocidad obtenidos 

en esta tesis sean menores en octubre, siendo éste un mes en el que la concentración de 

testosterona debería ser máxima por coincidir con el comienzo de la berrea (Lincoln y Kay, 

1979; Suzuki et al., 1992; Roelants et al., 2002; Malo et al., 2009), podría deberse a cierta 

inmadurez de las células espermáticas como consecuencia de que los espermatozoides 

permanecen menos tiempo en el epidídimo por la mayor frecuencia de eyaculaciones 

durante la berrea, lo que podría conducir a un incremento de la sensibilidad a cualquier tipo 

de estrés, que en este caso concreto sería el provocado por el proceso de congelación-

descongelación (Soler, 2003). En este sentido, en otras especies como el verraco (Bonet et 

al., 1993; Strzezek et al., 1995), o el morueco (Ollero et al., 1996; Preston et al., 2001), se 

ha demostrado que una alta frecuencia de recogidas de semen afecta negativamente a la 

calidad seminal (Shamsuddin et al., 2000), provocando una menor resistencia de la 

membrana plasmática al choque frío (Strzezek et al., 1995). Además, en gacela dama se ha 

comprobado que los machos pertenecientes a grupos en los que podían realizar montas, 
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presentaban un mayor porcentaje de defectos acrosómicos que los machos aislado de las 

hembras (Holt et al., 1996). 

 

Por otro lado, en morueco se ha comprobado que las células espermáticas resisten mejor la 

congelación si el semen se obtiene y congela durante fotoperíodos decrecientes (Fiser y 

Fairfull, 1986). En otro estudio realizado también en ovino sucedió algo similar, pues se 

comprobó que en el semen descongelado, el porcentaje de acrosomas dañados, la 

supervivencia espermática (p<0,01) así como la motilidad y cinética de los 

espermatozoides, mejoraban durante la estación de reproducción (D´Alessandro y 

Martemucci, 2003). 

 

En semen de bovino también se apreció una mayor calidad en las muestras congeladas 

durante la época reproductiva (Ibrahim et al., 1983), pues después de la descongelación de 

los eyaculados, algunos de los parámetros de calidad como las morfoanomalías, el 

volumen, la concentración, el porcentaje de motilidad, la motilidad progresiva y el vigor de 

los espermatozoides, se mostraron significativamente influenciados tanto por la temporada 

como por el genotipo (p<0,05) (Koivisco et al., 2009).  

 

En búfalo se obtuvieron resultados comparables, pues se comprobó que la motilidad tras la 

descongelación era peor durante el verano y mejoraba en invierno (p<0,01), concluyendo 

que los espermatozoides podrían ser más frágiles durante el verano, lo que dificultaría la 

resistencia al estrés provocado por la congelación (Bahga y Khokar, 1991). 

 

En verraco, y a pesar de que en las muestras de semen recién obtenidas no existían 

diferencias en la calidad seminal entre estaciones, se observaron variaciones estacionales 

después de la descongelación del semen tanto en los valores de motilidad espermática, 

como en los valores de la concentración de testosterona en sangre (Park y Yi, 2002). 

 

En equino también se encontraron diferencias en la calidad del semen entre estaciones, 

siendo la motilidad espermática significativamente más alta (p<0,05) en otoño, por lo que 

se recomendaba que la criopreservación del semen se realizara preferiblemente en esta 

estación (Janett et al., 2003). 
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Por último, en un estudio realizado con semen de caprino, la motilidad de los 

espermatozoides, el porcentaje de espermatozoides muertos, las morfoanomalías y los 

defectos en el acrosoma, resultaron afectados por la estación del año (p<0,001) tanto en el 

equilibarado a 5ºC como en la post-descongelación (Ustuner et al., 2009). Por otro lado, 

Corteel et al. (1988) observaron una drástica disminución de la motilidad de los 

espermatozoides de los machos cabríos después de la conservación del semen a baja 

temperatura en cualquier momento de la temporada no reproductiva. 

 

Como conclusión, y teniendo en cuenta que la medida de las características de la motilidad 

espermática a partir de las observaciones de espermatozoides individuales, nos dan una 

idea de la capacidad funcional y de la fertilidad potencial de los espermatozoides 

(Mortimer, 1990), los resultados obtenidos en esta tesis hacen pensar en la conveniencia de 

criopreservar las muestras espermáticas obtenidas durante los dos primeros meses de la 

época reproductiva. En este sentido, en otro trabajo realizado con muestras epididimarias 

de ciervo ibérico, Martínez-Pastor (2005b) reportó que la temporada no reproductiva es un 

mal momento para recoger muestras espermáticas en cérvidos debido al escaso número de 

espermatozoides que presentan y a su reducida calidad. La actividad espermatogénica 

durante la temporada no reproductiva se limita exclusivamente a proliferación de las 

espermatogonias, mientras que la producción de esperma se activa en el período previo a la 

berrea debido a un aumento de los niveles de testosterona. 

 

En lo que respecta a la relación entre la edad de los animales y los parámetros objetivos de 

motilidad, a pesar de que la producción espermática y las características de motilidad en 

ungulados parecen estar influenciadas además de por la estación del año, por la edad de los 

animales (gamo: Gosch y Fischer, 1989; ciervo ibérico: Garde et al., 1998; Anel et al., 

2001; gacela: Roldán et al., 1998). En esta tesis, las diferencias observadas entre los 

parámetros de motilidad por edades de los animales para cada año, han sido pequeñas y no 

significativas. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Malo et al. (2005b) y por 

Martínez et al. (2008), quienes estudiando determinadas características de los 

espermatozoides de ciervo ibérico comprobaron, que la edad del macho no tenía influencia 

significativa en los parámetros objetivos de motilidad espermática. 
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En otras especies como el ciervo sika, tampoco se encontraron diferencias por edades en 

las características de motilidad de los espermatozoides. En dicho estudio se compararon 

dos grupos de edad, aunque en este caso los animales fueron mucho más jóvenes, pues en 

un grupo se incluyeron animales de 1 año, y en el otro de 2 años. En este sentido señalar, 

que la espermatogénesis y la maduración espermática en el epidídimo de los machos 

jóvenes puede depender de varios factores como la raza, el habitat, los recursos 

alimenticios, los niveles de testosterona y las oportunidades de apareamiento (Hishinuma 

et al.,2003). 

 

Sin embargo en los resultados de esta tesis, después de reagrupar a los animales en tres 

grupos diferentes de edad, uno para animales menores de 3 años, otro para animales de 

edades comprendidas entre 4 y 8 años, y un tercero para animales mayores de 8 años, si se 

han observado diferencias significativas para los tres tipos de velocidades (VCL, VSL y 

VAP), presentando los peores resultados el grupo de animales menores de tres años.  

 

En este sentido, en un estudio realizado por Garde et al. (1998) sobre espermatozoides de 

epidídimo de ciervo ibérico separados en grupos de edades similares a los de esta tesis, se 

puso de manifiesto la influencia de la edad de los animales sobre la calidad espermática 

dentro de la misma época del año, presentando los machos más jóvenes (2–3 años) un 

número mayor de formas anormales, una menor motilidad progresiva y una menor 

resistencia de su membrana plasmática al choque osmótico, que los machos de mayor 

edad. Esto podría sugerir que tanto la espermatogénesis como la maduración de los 

espermatozoides en el epidídimo queda limitada en los animales más jóvenes por 

diferentes razones. Una razón podría ser las pocas oportunidades de apareamiento de estos 

animales debido a la competencia por la monta con otros machos más fuertes y/o de mayor 

edad. Así, en otros rumiantes se ha comprobado que períodos prolongados de abstinencia 

sexual, han conducido a una degeneración expontánea de las células espermáticas durante 

su almacenamiento en el tracto reproductivo (Colas, 1984), lo que ha podido originar una 

pérdida de calidad. Otra razón de la menor calidad espermática observada en los animales 

de menor edad podría ser la indicada por Lincoln (1971) para ciervo rojo o por Haigh et al. 

(1984) para wapití. Estos autores observaron que los animales más jóvenes, alcanzan los 

valores máximos de testosterona dentro de la temporada reproductiva más tarde que los de 

mayor edad, y teniendo en cuenta que los espermatozoides fueron obtenidos al comienzo 
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de la época reproductiva, lo más probable es que los machos más jóvenes no hubieran 

alcanzado el pico en la producción de testosterona, ni hubieran completado la 

espermatogénesis, lo que pudo llevar asociada un empeoramiento de la calidad espermática 

(Matínez et al., 2008).  

 

En cuanto a lo comprobado en otras especies, en un estudio realizado con semen de 

guepardo por Crosier et al. (2007) se obtuvieron resultados comparables a los anteriores, 

pues después de agrupar las muestras espermáticas en tres clases de edad, se comprobó que 

los machos más jóvenes (menores de 2 años) presentaban un menor porcentaje de 

motilidad y una menor progresividad espermática que los del grupo de animales de mayor 

edad. Según los autores, la baja calidad de los eyaculados de los machos más jóvenes 

podría ser un incentivo para retrasar la reproducción de estos animales hasta al menos los 2 

años de edad, especialmente si su comportamiento es inmaduro. 

 

En toros también se ha observado que la edad afecta significativamente a la cantidad y 

calidad del semen, incrementándose ambas desde la pubertad hasta alcanzar valores 

máximos a los 3 o 4 años y manteniéndose hasta los 7 u 8 años, para después volver a 

decaer. El efecto de la edad sobre las variables espermáticas, es un reflejo de las 

variaciones de las condiciones fisiológicas de los toros, manifestándose por un incremento 

en la cantidad y calidad de los espermatozoides desde la pubertad hasta la madurez sexual, 

descendiendo después hasta el final de la vida útil de los animales (López  et al., 2007). 

 

Asimismo, en muflón se ha relacionado la edad del animal con la producción seminal y 

con los parámetros de motilidad espermática, observándose que van aumentando 

significativamente con la edad (p<0,001) (López, 2001). Esto mismo ocurre para los 

espermatozoides de morueco (Osinowo et al., 1988).  

 

Respecto a los factores intrínsecos al macho que pueden afectar a la motilidad después de 

la descongelación de los espermatozoides, aunque se han observado diferencias entre 

animales dentro de una misma especie en cuanto a la resistencia de sus espermatozoides a 

la congelación (Medrano, 1998, Medrano et al., 2002), en muy pocos casos se ha podido 

demostrar cuales son las características que determinan esas diferencias individuales en la 

congelabilidad espermática (Soler, 2003).  
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En esta tesis, los resultados han mostrado que los valores correspondientes a las tres 

velocidades objetivas, así como al resto de parámetros objetivos de motilidad, apenas 

presentan diferencias para las distintas edades de los animales. Estos resultados son 

comparables con los obtenidos en otro trabajo realizado también sobre espermatozoides 

epididimarios descongelados de ciervo ibérico, en el que no se observó correlación 

estadística significativa entre la edad y la congelabilidad global (Soler, 2003).  

 

Sin embargo en esta tesis, después de realizar una clasificación de los animales en tres 

grupos diferentes de edades, uno para animales menores de 3 años, otro para animales de 

edades comprendidas entre 4 y 8 años, y un tercero para animales mayores de 8 años, si se 

observaron diferencias significativas en los parámetros LIN, STR y ALH  para el grupo de 

animales más jóvenes.  

 

En cuanto a los resultados obtenidos en otras especies han sido heterogéneos. Así, en 

semen de toro (Karabinus et al., 1990) y de caballo (Kosiniak y Bittmar, 1987) se observó 

una mejor calidad seminal tras la descongelación conforme aumentaba la edad de los 

animales, aunque hay que tener en cuenta que en estos estudios, los animales evaluados 

tenían una edad máxima de 4 años, ya que no se testaron machos de mayor edad.  

 

Pero n otros casos no se han encontrado correlaciones de la edad con la motilidad de los 

espermatozoides. Así, trabajando con semen de toro (Vejarano et al.,2005; Muiño et al., 

2008) no observaron influencia de la edad sobre los parámetros objetivos de motilidad; y 

en burro (Dorado et al., 2013), se comprobó que existía cierta relación entre la calidad 

espermática y la edad, pero las relaciones fueron bajas y no significativas. 
 

Sin embargo, en un trabajo realizado con semen de morueco se comprobó que tras 

clasificar a los animales en dos grupos de edad, uno para los animales de edades 

comprendidas entre 1 y 2 años, y otro para los animales de edades entre 4 y 5 años, los 

machos del grupo de mayor edad presentaron una menor proporción de espermatozoides 

con movimiento hiperactivado, presentando el grupo de animales maduros una mejor 

calidad seminal y una mayor fertilidad en vivo que el grupo de animales jóvenes tras la 

descongelación de las muestras de semen (Lymberopoulos et al., 2008). Además, en otros 
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trabajos realizados con semen criopreservado de toro también se obtuvieron mejores 

resultados en animales de más edad (Karabinus et al., 1990; Januskauskas et al., 1999; 

Hallap et al., 2004).  

 

Por otro lado, en semen de gacela se encontró una correlación negativa entre la presencia 

de una subpoblación espermática de movimiento descoordinado y poco progresivo tras la 

descongelación (VSL más baja y ALH  más alta) y la edad de los animales, sugiriendo que 

estas células son disfuncionales o al menos inusualmente criosensibles. Además la 

correlación sugiere que la producción de espermatozoides de mala calidad aumenta en los 

animales de edad avanzada. Dicha hipótesis implica que la criopreservación de semen de 

gacela sería mejor si se realizara con semen procedente de animales más jóvenes (Abaigar 

et al.,1999). 

 

Por tanto, cuando se ha estudiado la relación entre la edad de los animales y la motilidad de 

sus espermatozoides, se han obtenido resultados diferentes entre especies y entre autores. 

No obstante en el caso del ciervo ibérico, cuando se han comparado los resultados de esta 

tesis con los obtenidos por otros autores que han utilizado metodologías similares (Garde 

et al., 1998; Soler, 2003; Malo et al., 2005b; Martínez et al., 2008), se ha observado 

bastante afinidad en los resultados.  

 

Como conclusión señalar, que a pesar de que a edades avanzadas se producen alteraciones 

degenerativas en los testículos que podrían afectar a la composición de los 

espermatozoides, y por tanto a su resistencia a la congelación, los resultados obtenidos en 

esta tesis indican que los espermatozoides de ciervo ibérico pueden aguantar bien la 

criopreservación a cualquier edad, habiéndose mantenido altos los valores de los 

parámetros objetivos de motilidad obtenidos mediante CASA después del proceso de 

criopreservación. 

 

Respecto a las relaciones entre los diferentes parámetros corporales estudiados en esta 

tesis, solo se han observado relaciones significativas entre el perímetro torácico y el índice 

testicular (r = 0,326, p<0,001). 
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En lo referente a la relación entre las características corporales de los ciervos y los 

parámetros objetivos de motilidad tras la descongelación, los resultados de este trabajo han 

mostrado que en muchos casos están correlacionados de manera significativa. Así, se ha 

encontrado una correlación positiva entre el índice testicular y VAP (p<0,05) y negativa 

(p<0,01) con ALH. 

 

Del resto de factores intrínsecos al macho estudiados en esta tesis, el perímetro torácico 

parece ser el mejor indicador del peso corporal (Álvarez, 1991; Morrison et al., 1991; 

Khalil y Vaccaro, 2002), deduciéndose de los resultados de este trabajo que el perímetro 

torácico del animal solo influye (negativamente) en los valores de los parámetros objetivos 

de LIN y STR, por lo que podría pensarse, que los ciervos con mayor peso corporal han 

presentado una menor progresividad y linealidad de sus espermatozoides.  

 

Aludiendo a los resultados obtenidos en otros trabajos, Malo et al. (2005a) no encontraron 

diferencias significativas entre el peso de los machos de ciervo ibérico y los parámetros 

objetivos de motilidad de sus espermatozoides. Sin embargo, el tamaño relativo de los 

testículos si se correlacionó significativamente con VAP y VSL, quedando próximo a la 

significación con VCL (Malo et al.,2005b).  

 

Con el índice de grasa renal ocurrió algo similar, ya que en los resultados de esta tesis, ha 

mostrado influir negativamente en todos los parámetros objetivos de motilidad excepto en 

ALH y BCF. Una explicación podría ser la rápida pérdida de peso que sufren los animales 

durante la berrea, por lo que al finalizar la misma, que es cuando se han obtenido mayores 

valores para VSL, LIN y STR para los espermatozoides epididimarios de ciervo ibérico, es 

cuando los animales tienen un menor peso, y por lo tanto seguramente presentarán menos 

porcentaje de grasa y un menor perímetro torácico.  
 

De los parámetros corporales de los ciervos que podrían afectar a la calidad tras la 

descongelación, en esta tesis se han estudiado el índice testicular, el perímetro torácico y la 

condición corporal medida por el índice de grasa renal, estando este último índice 

relacionado con el porcentaje de grasa abdominal (Riney, 1955).  
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Los resultados del análisis de regresión han mostrado que las medidas del perímetro 

torácico no han influido significativamente en ninguno de los parámetros objetivos de 

motilidad tras la descongelación, pero si se ha observado cierta influencia de los otros dos 

parámetros corporales estudiados. Así, el índice testicular ha influido negativamente en las 

tres velocidades objetivas (VCL, VSL y VAP) y en el índice LIN, siendo el grado de 

significación bajo (p<0,05). El índice de grasa renal ha influido negativamente VCL y 

VAP y, positivamente sobre el índice de rectitud (STR), habiéndose observado además una 

alta significación negativa al estudiar la influencia del índice de grasa renal sobre el 

desplazamiento lateral de la cabeza (ALH). 

 

Al comparar estos resultados con los obtenidos en otros trabajos, en un estudio realizado 

sobre ciervo ibérico se observó una influencia negativa entre el índice de grasa renal y la 

congelabilidad, resistiendo peor la congelación los espermatozoides de animales con un 

mayor índice de grasa renal (Soler, 2003).  

 

Por tanto, y a la vista de los resultados anteriores, un aumento en la condición corporal de 

los machos de ciervo ibérico, podría estar asociado a una disminución del vigor de los 

espermatozoides pero a un ligero aumento en la progresividad de su movimiento. 

 

No obstante en otros trabajos, como el realizado por Abaigar et al.,(1999) con semen de 

gacela, no se apreció un efecto significativo del peso de los animales ni de su condición 

corporal sobre los modelos de motilidad de los espermatozoides después de la 

descongelación. 

 

Finalmente señalar, que no ha sido posible comparar estos resultados con los obtenidos en 

otros trabajos con ciervos por no existir literatura sobre el estudio de las relaciones entre la 

condición corporal y los valores objetivos de motilidad después de la descongelación del 

semen, aunque lo que sí se ha estudiado es el efecto de la condición corporal sobre la 

reproducción y más concretamente sobre la secreción de testosterona, habiéndose 

relacionado el aumento de grasa corporal con una disminución de la concentración de esta 

hormona (Vermeulen et al., 1993; Tchernof et al., 1995; Bray 1997; Tan y Pu, 2002).  
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El hecho de que la concentración de testosterona pudiera estar disminuida como 

consecuencia de un aumento del porcentaje de grasa corporal del animal, podría influir 

sobre la composición del espermatozoide, haciéndolo más sensible al proceso de 

congelación, ya que podría conducir a la ausencia de algunas proteínas esenciales en la 

regulación de las variaciones del volumen celular de los espermatozoides debidos a los 

cambios osmóticos, siendo éstas necesarias para resistir el proceso de criopreservación. Por 

lo tanto, el hecho de que los ciervos que contaban con un mayor porcentaje de grasa renal, 

tuvieran espermatozoides con peores índices de motilidad después de la descongelación, 

podría deberse a una menor resistencia de sus espermatozoides a la congelación, debido a 

la existencia de una menor concentración de testosterona. 

 

Por último, en otro trabajo realizado con muestras epididimarias de ciervo ibérico, se 

observó una influencia negativa significativa de la condición corporal determinada por el 

índice de grasa renal sobre la congelabilidad global (Soler, 2003). 

 

Como conclusión señalar, que el perímetro torácico no parece influir significativamente en 

ninguno de los parámetros de motilidad estudiados. Sin embargo, el aumento de la 

condición corporal en los machos de ciervo ibérico, podría asociarse con una disminución 

del vigor de los espermatozoides y una ligera mejoría en la progresividad de su 

movimiento. 

 

 

2.4. VALOR PREDICTIVO DEL ANÁLISIS OBJETIVO DE MOTILIDAD PARA 

LA RESISTENCIA A LA CONGELACIÓN EN LA MUESTRAS  ESPERMÁTICAS 

EPIDIDIMARIAS  DE CIERVO IBÉRICO RECIÉN OBTENIDAS. 

 
 
2.4.1. INTRODUCCIÓN 

 

Los parámetros espermáticos convencionales no son suficientes para identificar a los 

animales cuya calidad espermática resulta muy afectada por la criopreservación, los 

conocidos como "pobres congeladores". Por ello, se necesitan métodos de evaluación 

apropiados, sensibles y rápidos capaces de realizar una evaluación de la función 

espermática adecuada (Esteso et al., 2006). Uno de estos métodos se basa en la evaluación 
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de la motilidad de los espermatozoides individuales facilitada por los análisis espermáticos 

asistidos por ordenador (CASA), pues generan un gran conjunto de datos que pueden 

analizarse utilizando técnicas de agrupación de los espermatozoides en distintas 

subpoblaciones con significado biológico (Martínez-Pastor et al., 2011). 

 

Como se ha indicado en capítulos anteriores, la criopreservación de semen combinada con 

la inseminación artificial (IA) es posiblemente la técnica de reproducción asistida que más 

se ha aplicado en diferentes especies de cérvidos (Asher et al., 2000). No obstante, existe 

un problema importante para la estandarización de los protocolos de criopreservación, el 

originado por las diferencias individuales entre animales en la respuesta al mismo 

tratamiento de congelación (Holt, 2000b; Soler et al., 2003a). Así, los ciervos pueden 

mostrar diferente congelabilidad dependiendo de la estructura de su población espermática, 

por lo que resulta interesante caracterizar la distribución de las subpoblaciones 

espermáticas de cada animal e identificar qué características favorecen la congelabilidad de 

sus espermatozoides como una forma de predecir su resistencia a la congelación. 

 

Por ello, los investigadores han estado muy interesados en determinar la relación entre la 

resistencia a la congelación y determinadas características de calidad del semen fresco 

como la motilidad, viabilidad, morfología o el estado del acrosoma, habiéndose 

comprobado que la inclusión de algunas de estas variables espermáticas medidas mediante 

métodos funcionales, o bien por la combinación de resultados significativos en un análisis 

de regresión multivariante, puede considerarse como la más discriminatoria y en algunos 

casos, incluso de valor predictivo (Esteso et al., 2006). 

 

Por lo tanto y dada a la importancia de conocer las subpoblaciones espermáticas, se han 

utilizado diferentes procedimientos estadísticos para definirlas e identificarlas. 

Precisamente, Martínez-Pastor, et al. (2011) han proporcionado referencias y una discusión 

general sobre los métodos de clasificación comúnmente utilizados para identificar 

subpoblaciones espermáticas, pues en los últimos años se han desarrollado otros métodos 

analíticos y estadísticos de análisis “cluster” que podrían mejorar los análisis actuales de 

subpoblaciones espermáticas. 
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En la actualidad, la existencia de subpoblaciones espermáticas dentro del eyaculado de 

mamíferos está ampliamente aceptada por la comunidad científica (Abaigar et al., 1999; 

Quintero-Moreno et al. 2003, 2004; Handl et al., 2005; Martínez-Pastor et al. 2005a,c, 

2006c; Cremades et al., 2005; Núñez-Martínez et al. 2006; Esteso et al., 2009; Flores et 

al., 2009; Martínez-Pastor et al., 2011; Ramón et al., 2012); y aunque su origen no está del 

todo claro, algunos autores piensan que se deben a los procesos de ensamblado de los 

espermatozoides durante la espermatogénesis, a su diferente grado de maduración y al 

tiempo de permanencia en la cola del epidídimo hasta el momento de la eyaculación 

(Abaigar et al. 1999). 

 

En el caso del ciervo ibérico se ha observado una variación considerable entre machos en 

la respuesta de sus espermatozoides al proceso de congelación-descongelación (Soler et al. 

2003a; Esteso et al. 2006). Además, Malo et al. (2005a) han reportado que los porcentajes 

de fertilidad varían marcadamente entre machos cuando se utiliza semen descongelado. 

 

Pero esta variación individual en la resistencia a la congelación se ha observado tanto en 

especies domésticas (Curry, 2000) como silvestres (Leibo y Songsasen, 2002), siendo los 

espermatozoides de toro (Liu et al., 1998), los que mejores resultados han mostrado, 

mientras que los espermatozoides de verraco (Pursel y Johnson, 1976; White 1993), y 

morueco (Ollero et al.,1998) han sufrido daños de diferente consideración utilizando 

protocolos específicos de criopreservación. En este contexto, los animales donantes de 

semen se han podido clasificar en “buenos” y “malos congeladores”, y a pesar de que los 

mecanismos que causan las diferencias en la criosensibilidad entre indivíduos aun no están 

claros, hay evidencias de diferencias fisiológicas entre espermatozoides de animales de la 

misma especie (Leibo y Bradley 1999). 

 

Por ello, en base a la existencia de estas diferencias entre indivíduos, se ha podido 

comprobar mediante el estudio de ciertas variables predictoras y la utilización de diferentes 

algoritmos, que pueden formarse grupos con cierta homogeneidad interna entre 

espermatozoides que permiten conocer la viabilidad postdescongelación de una muestra de 

semen, habiéndose propuesto diferentes métodos (Davis et al., 1995; Holt, 1996; Abaigar 

et al., 1999; Quintero et al., 2004; Martínez-Pastor et al. 2005a,c, 2006c, 2011; Núñez-
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Martínez et al., 2006; Ramón et al., 2012). Estas variables predictoras, se basan en el 

conocimiento de las diferencias en algunos de los parámetros objetivos de motilidad. 

 

De este modo, el propósito de este apartado de la tesis ha sido comprobar si a partir de los 

datos de motilidad proporcionados por el análisis CASA, y mediante la utilización de un 

análisis de “cluster”,  es posible predecir la resistencia a la congelación de las muestras 

espermáticas epididimarias de ciervo ibérico. 

 

 

2.4.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

Para estudiar la posibilidad de predecir la resistencia a la congelación en función de los 

valores de los principales parámetros objetivos de motilidad, se realizó un análisis de 

cluster multivariante que dividió la totalidad de las muestras espermáticas epididmarias en 

dos grupos diferentes en base a la existencia de diferencias estadísticamente significativas 

(P<0,05) entre los valores individuales de MI, NAR, ENDO y EV. El primer grupo quedó 

formado por 41 muestras pertenecientes a animales cuyo semen presentaba peor calidad 

después del proceso de criopreservación, a los que se llamó “malos congeladores” y, el 

segundo grupo, quedó representado por las 176 muestras de los animales cuyo semen 

mostró tener una mejor calidad después de la criopreservación, a los que se denominó 

“buenos congeladores”. 

Como los valores de los parámetros objetivos de motilidad obtenidos mediante análisis 

CASA pueden dar una indicación de diferentes modelos de motilidad para cada uno de los 

grupos clasificados, se buscaron diferencias significativas (p<0,05) para los parámetros 

objetivos de motilidad entre los grupos de “buenos” y “malos congeladores”. Para ello y 

con el fin de estudiar la existencia de diferencias estadísticamente significativas entre los 

parámetros objetivos de motilidad iniciales y las clases obtenidas de “buenos” y “malos 

congeladores”,  se realizó un análisis de varianza (ANOVA). 
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2.4.3. RESULTADOS 

 

En la tabla 21 se muestran los valores medios de los parámetros de calidad a la 

descongelación obtenidos para los grupos de “buenos” y “malos congeladores” después de 

realizar un agrupamiento mediante un análisis de Cluster. 
 

Tabla 21. Valores medios de los porcentajes de MI, NAR, ENDO y NEV para los grupos de “buenos” y 
“malos congeladores”  

 Buenos congeladores Malos congeladores 

Porcentaje de espermatozoides móviles (MI) 46,16 88,13 

Acrosomas normales (NAR) 77,85 87,50 

Endósmosis positiva (ENDO) 49,64 79,75 

Espermatozoides vivos (NEV) 74,50 88,75 

 

En las figuras 31, 32 y 33 se representan los valores medios más el error estándar de la 

media de los principales parámetros objetivos de motilidad obtenidos para los grupos de 

“buenos” y “malos congeladores”. También se muestran los índices indicadores de la 

existencia de diferencias estadísticamente significativas entre los grupos de“buenos” y 

“malos congeladores”. 

 

Como puede verse, apenas se aprecian diferencias entre los grupos de animales 

clasificados como “buenos” y “malos congeladores”. Además, estas diferencias solamente 

fueron significativas en el caso de la variable VCL.  

 

Los valores medios de las velocidades (VCL, VSL y VAP) obtenidas mediante CASA 

fueron mayores para el grupo de “buenos congeladores”, al igual que los valores de ALH y 

BCF. Para los índices LIN y STR ocurrió lo contrario, fue el grupo de “malos 

congeladores” el que presentó un valor ligeramente superior. 
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Figura 31. Valores medios ± error estándar de la media de las velocidades curvilínea, de la trayectoria 
media, y lineal, en función de la resistencia a la criopreservación de los espermatozoides. 
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Índices diferentes (a, b) indican la existencia de diferencias significativas: P< 0,05 
 

 

 
Figura 32. Valores medios ± error estándar de la media de los índices de linealidad y rectitud en función de 
la resistencia de los espermatozoides a la criopreservación. 
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Índices diferentes (a, b) indican la existencia de diferencias significativas: P< 0,05 
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Figura 33. - Valores medios ± error estándar de la media del desplazamiento angular de la cabeza y de la 
frecuencia de batido en función de la resistencia de los espermatozoides a la criopreservación. 
 

a

a

a

a

0

5

10

15

20

ALH (micrómetros) BCF (Hz)

Malos congeladores Buenos congeladores

 
Índices diferentes (a, b) indican la existencia de diferencias significativas: P< 0,05 

 

 

Por otro lado, del conjunto de variables de motilidad estudiadas, los mayores valores 

indicadores del poder discriminante, F y R2 correspondieron por este orden a VCL, a la 

VAP y ALH. No obstante, el análisis de varianza indicó que de todos los valores de 

motilidad estudiados mediante el análisis objetivo CASA, sólo la velocidad curvilínea 

presentó diferencias estadísticamente significativas (P<0,005) entre los grupos de animales 

clasificados como “buenos” y “malos congeladores”. 

 

 

2.4.4. DISCUSIÓN 

 

Muchos estudios han demostrado que el espermatozoide es una célula dinámica, con vías 

bioquímicas activas que modifican la fisiología espermática a largo de la maduración, la 

eyaculación, el transporte en el tracto genital de la hembra y la fertilización. Estos cambios 

afectan a la batida flagelar (Tash J, Bracho, 1998, Chamberland et al., 2001) por lo que los 

espermatozoides muestran diferentes patrones de motilidad en el epidídimo, en el plasma 

seminal, en el moco cervical, en el oviducto ( capacitación ) y durante la penetración en el 

ovocito (Boyers et al., 1989). En muchos sentidos, la motilidad integra los sucesos 
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bioquímicos que ocurren en los espermatozoides. Además, las muestras espermáticas son 

heterogéneas, lo que implica que los espermatozoides con motilidades diferentes coexisten 

en un mismo eyaculado (Katz et al., 1979; Chantler et al., 2004). Por lo tanto, el uso de 

análisis “cluster” para agrupar subpoblaciones espermáticas basadas en las características 

de motilidad, puede ser útil en la predicción de la congelabilidad espermática (Martínez-

Pastor et al., 2005c; Ramón et al., 2012) o la fertilidad (Quintero-Moreno et al., 2003). 

 

El valor predictivo de la motilidad se basa en el uso de la información dada, y no en el 

valor intrínseco de la motilidad en sí misma (Abaigar, 1999; Holt y Van Look, 2004; 

Martínez-Pastor et al., 2005), por lo que la idea clásica que consideraba a los eyaculados 

como una población homogénea, ya no es válida (Núñez-Martínez et al., 2006). Por tanto, 

un eyaculado constituye una población heterogénea en cuanto a los distintos patrones de 

motilidad de los espermatozoides que lo componen, por lo que es posible formar grupos 

diferentes en base a los distintos modelos de motilidad, y a su reacción frente al proceso de 

congelación-descongelación (Abaigar et al., 1999). 

 

En lo que respecta a esta tesis, del conjunto de variables de motilidad estudiadas, 

solamente se han encontrado diferencias estadísticamente significativas (P<0,005) entre los 

grupos de animales “buenos” y “malos” congeladores para la velocidad curvilínea (VCL), 

por lo que solamente este parámetro objetivo de motilidad podría utilizarse para 

discriminar los machos cuyos espermatozoides podrían presentan una mayor resistencia la 

congelación. 

 

Hay varios trabajos en los que se ha comprobado que algunos parámetros objetivos de 

motilidad pueden usarse para discriminar entre las distintas características de una muestra 

de semen. Así, trabajando con semen humano se ha conseguido predecir el porcentaje de 

espermatozoides que continuarían siendo viables después de la criopreservación basándose 

en las diferencias encontradas en los valores LIN y STR entre las subpoblaciones de valor 

más alto y de valor más bajo de cada muestra antes de la congelación, lo que supone la 

existencia de una relación entre la progresión de las trayectorias de los espermatozoides y 

su resistencia a la criopreservación. En cuanto a las variables predictoras, VSL y LIN 

fueron las variables primarias, mientras que VCL y ALH fueron las variables predictivas 

secundarias (Davis et al.,1995b).  
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Por otra parte, también se han observado diferencias entre "buenos" y "malos” 

congeladores con respecto al área y a la forma de la cabeza de los espermatozoides 

epididimarios de ciervo ibérico antes de su congelación, siendo las cabezas espermáticas 

de las muestras procedentes de machos “buenos congeladores”, más alargadas y estrechas 

que las de los espermatozoides del grupo de “malos congeladores” (Esteso et al., 2006). 

Cabe señalar que se observaron claras diferencias cuando las comparaciones se hicieron 

entre especies en función de su capacidad para resistir el choque de frío, siendo los 

espermatozoides de las especies menos sensibles a la criopreservación más pequeños 

(Garde et al, 2003).  

 

También Thurston et al. (1999) y Thurston et al. (2001b) trabajando con semen de cerdo 

encontraron correlaciones entre algunas subpoblaciones con distinta morfología dentro de 

un mismo eyaculado y la resistencia a la congelación de las mismas, observando la 

existencia de variabilidad en la motilidad (P <0,01), la integridad de la membrana (P 

<0,01), la integridad del acrosoma (P <0,01), VCL (P <0,01), STR (P <0,05), BCF (P 

<0,05), y ALH (P <0,01) tras la descongelación de las muestras. Las variaciones 

individuales entre animales en la resistencia a la congelación  podrían estar determinadas 

genéticamente, siendo determinados componentes biofísicos de los espermatozoides los 

responsables de las diferencias entre “buenos” y “malos” congeladores. 

 

Así, en semen de cerdo se ha comprobado la existencia de una población heterogénea en 

función de los patrones de motilidad seguidos por los espermatozoides de un eyaculado 

(Abaigar et al, 1999), habiéndose observado mediante un análisis de “cluster” 

multivariante, que los espermatozoides difieren en su patrón de motilidad, en la formación 

de agrupaciones, y en la reacción durante el proceso de criopreservación, incluyendo la 

descongelación.  

 

En este sentido, y teniendo en cuenta que una buena resistencia al proceso de congelación-

descongelación es fundamental para mantener la capacidad fertilizante de una muestra de 

semen, Cortés et al. (2001) encontraron que el análisis mediante CASA puede 

proporcionar una estimación aproximada de la capacidad fecundante de los 

espermatozoides, siendo la VCL y el índice STR los parámetros objetivos que más pueden 
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influir en la fertilización. A esta misma conclusión llegaron Budworth et al. (1988) 

trabajando con semen de toro. 

 

Por otro lado, las alteraciones funcionales y estructurales de las células espermáticas que 

influirían negativamente en la resistencia a la congelación de las mismas, podrían asociarse 

con muestras espermáticas de baja motilidad (Malo et al., 2005) y, por tanto, las muestras 

con una baja calidad inicial deberían presentar una menor resistencia a la congelación. En 

este sentido, Soler (2003) observó la existencia de una correlación positiva entre los 

parámetros subjetivos de motilidad (MI y CM) y la resistencia a la congelación, trabajando 

con muestras epididimarias de ciervo ibérico,  

 

El análisis cluster se ha utilizado en algunos estudios (Cerolini et al., 2001; Martínez-

Pastor et al., 2005) para discriminar eficazmente entre machos dependiendo de la calidad 

de su semen. Así, Martínez-Pastor et al. (2005c) consiguieron clasificar a los machos de 

ciervo ibérico en función de la congelabilidad de sus espermatozoides mediante un análisis 

de cluster, observándose una correlación significativa entre la proporción de la 

subpoblación lineal antes de la congelación y la recuperación de la viabilidad tras la 

descongelación. Encontrar relaciones entre una subpoblación determinada y la calidad 

espermática es uno de los objetivos de los grupos de investigación que utilizan este tipo de 

análisis, aunque algunas veces los resultados no han sido concluyentes (Thurston et al., 

2002; Quintero-Moreno, 2003; Quintero-Moreno et al., 2004). 

 

Por otro lado, en un estudio realizado con muestras epididimarias de ciervo ibérico y a 

pesar de que los machos no habían sido preseleccionados para la congelabilidad, se 

observaron diferencias considerables entre animales para la mayoría de los parámetros de 

calidad de los espermatozoides descongelados. Los ciervos mostraron diferentes 

susceptibilidades a la congelación y la incubación postdescongelación independientemente 

de la calidad inicial de las muestras. En este contexto, los animales de los que se 

obtuvieron las muestras de espermatozoides pudieron categorizarse como “buenos” y 

“malos congeladores”, aunque a pesar de que se han reportado experiencias similares para 

diferentes especies, no se han encontrado explicaciones concluyentes que justifiquen estas 

diferencias. Los mecanismos de las diferencias de criosensibilidad entre diferentes 

individuos aun no se han determinado, pero sí ha habido algunas evidencias para las 
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diferencias fisiológicas entre espermatozoides de individuos de la misma especie (Leibo y 

Bradley, 1999). Los espermatozoides de eyaculado adquieren sensibilidad al choque de 

frío durante su paso por el epidídimo, pero esto no explica las diferencias de los 

espermatozoides epididimarios macho a macho. Una posible explicación podría ser que 

tales diferencias reflejen propiedades de las membranas espermáticas que han sido 

determinadas genéticamente (Soler et al., 2003). 

 

Continuando con las correlaciones entre algunos de los parámetros de calidad del semen y 

la resistencia a la congelación, indicar que han sido generalmente muy débiles. Esto podría 

deberse a que las pruebas evaluadas fueran independientes del estrés osmótico, siendo éste 

el principal responsable de los cambios ocurridos en los espermatozoides durante la 

congelación (Curry y Watson, 1994; Noiles et al., 1997). En este sentido, Garde et al. 

(2003) encontraron diferencias en la resistencia a la congelación entre distintas razas de 

gacelas que podrían deberse principalmente a la diferente sensibilidad al choque osmótico.  

 

Otra posible explicación de la escasa predicción observada respecto a la resistencia a la 

congelación, es que alguna de las diferentes subpoblaciones presentes en la muestra de 

semen pueda correlacionarse con la resistencia a la congelación, no encontrándose dicha 

correlación cuando no se estudia para cada una de las subpoblaciones por separado, sino 

que se hace para la totalidad de la muestra (Soler, 2003). 

 

Por último y como conclusión de este apartado, los resultados de los análisis “cluster” y de 

varianza entre los grupos de ciervos clasificados como “buenos o malos congeladores” han 

mostrado, que solamente la velocidad curvilínea podría utilizarse para discriminar los 

machos cuyos espermatozoides podrían presentan una mayor resistencia la congelación. 
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• los espermatozoides recuperados de la cola del epidídimo de ciervo ibérico, se 

muestran activos, presentan una motilidad progresiva y no alteran la dirección de su 

trayectoria excepto cuando chocan entre ellos o se cruzan con obstáculos. 

Asimismo, los valores de los parámetros objetivos de motilidad observados en esta 

tesis son muy similares a los presentados en otros trabajos para el ciervo ibérico. 

 

• Los espermatozoides procedentes del epidídimo de ciervo ibérico presentan una 

buena resistencia a la criopreservación. 

 

• Se ha observado una pérdida de calidad en la motilidad de los espermatozoides en 

la evaluación posterior al proceso de incubación (2 horas a 37ºC), aunque en el caso 

de los espermatozoides epididimarios de ciervo ibérico podría calificarse como 

moderada. 

 

• Los parámetros rutinarios de calidad que han mostrado estar relacionados 

significativamente con algunos de los parámetros objetivos de motilidad, han sido: 

el porcentaje de espermatozoides con acrosomas normales, el porcentaje de 

espermatozoides con endósmosis positiva y, especialmente, el porcentaje de 

espermatozoides móviles. 

 

• Después de la descongelación, las tres velocidades objetivas (VCL, VSL y VAP) se 

han relacionado con el porcentaje de espermatozoides vivos (EVd), el porcentaje de 

espermatozoides móviles (MId) y el porcentaje de espermatozoides con acrosomas 

normales (NARd) tras al descongelación. Asimismo, LIN se ha relacionado con 

MId y, en menor medida, con NARd. El grado de relación o dependencia ha sido 

bajo en casi todos los casos. 

 

• Se ha observado un mayor porcentaje de espermatozoides móviles y una mayor 

calidad de movimiento durante los meses de fotoperíodo decreciente. Los valores 

más altos para las velocidades de los espermatozoides y para los índices LIN y STR 
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se observaron en la post-berrea, mientras que los más bajos se presentaron al final 

de la estación reproductiva. Ocurrió lo contrario para ALH y BCF.  

 

• Los resultados obtenidos en esta tesis hacen pensar en la conveniencia de 

criopreservar las muestras espermáticas obtenidas durante los dos primeros meses 

de la época reproductiva. 

 

• Los valores de los parámetros objetivos de motilidad, apenas presentan diferencias 

para las distintas edades de los animales cuando se analizan año a año. Sin 

embargo, al clasificar a los animales en tres grupos diferentes de edades, si se 

observaron diferencias significativas en los parámetros LIN, STR y ALH para el 

grupo de animales más jóvenes. 

 

• Los espermatozoides de ciervo ibérico pueden aguantar bien la criopreservación a 

cualquier edad, habiéndose mantenido altos los valores de los parámetros objetivos 

de motilidad obtenidos mediante CASA después del proceso de criopreservación. 

 

• El perímetro torácico no parece influir significativamente en ninguno de los 

parámetros objetivos de motilidad en las muestras frescas. Sin embargo, el aumento 

de la condición corporal en los machos de ciervo ibérico, podría asociarse con una 

disminución del vigor de los espermatozoides y una ligera mejoría en la 

progresividad de su movimiento. 

 

• De todos los valores de motilidad estudiados mediante el análisis objetivo CASA, 

solamente VCL presentó diferencias significativas entre los grupos de animales 

clasificados como “buenos” y “malos congeladores”, y por tanto es el único 

parámetro objetivo que podría utilizarse para discriminar los machos cuyos 

espermatozoides podrían presentan una mayor resistencia la congelación. 
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ÍNDICE DE ABREVIATURAS 

 

CASA: modelo de análisis asistido por ordenador (Computer-Assited Sperm Analysis). 

PBS: solución tampón fosfato salino. 

Parámetros absolutos que reflejan las características físicas de la célula en movimiento: 

 VCL: velocidad curvilínea. 

 VSL: velocidad rectilínea. 

 VAP: velocidad de la trayectoria media. 

 ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza. 

 BCF: frecuencia de batido. 

Parámetros relativos o derivados, que son combinaciones de los parámetros absolutos y que 

reflejan el modelo de movilidad del espermatozoide: 

 LIN: índice de linealidad. 

 STR: índice de rectitud. 

NAR: espermatozoides con borde apical normal. 

ENDO: espermatozoides con membrana espermática funcional. Endósmosis positiva. 

EV: número de espermatozoides vivos. 

SEM: error medio estándar. 

TRA: técnicas de reproducción asistida. 

FIV: fecundación in vitro. 

IA: inseminación artificial. 

GOT3: espermatozoides normales con gota citoplasmática distal. 

GOT2: espermatozoides normales con gota citoplasmática proximal. 

GOT1: espermatozoides normales sin gota citoplasmática. 

ROS: especies reactivas al oxígeno. 

NTE: número total de espermatozoides. 
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MI: espermatozoides móviles. 

CM: calidad del movimiento del espermatozoide. 

SG: espermatozoides normal sin gota citoplasmática. 

GP: espermatozoides con gota citoplasmática posición proximal. 

GD: espermatozoides con gota citoplasmática distal. 

MId: espermatozoides móviles tras la descongelación. 

NARd: acrosoma normal tras la descongelación. 

ENDOd: endósmosis positiva tras la descongelación. 

EVd: espermatozoides vivos tras la descongelación. 

ANOVA: análisis de la varianza en estadística. 

SPSS: Software estadístico (Statistical Package for the Social Sciences). 

LH: hormona leutinizante. 

GnRH: hormona liberadora de gonadotropina. 

ETSIA: escuela técnica superior de ingenieros agrónomos. 
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