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Resumen

Las biotecnologias reproductivas son herramientas muy utiles para la
conservacion de especies amenazadas. Implementar estas herramientas en las
estrategias para la conservacion de especies facilita el flujo génico entre poblaciones
fragmentadas, tanto en la naturaleza como en cautividad, y de esta manera contribuyen
a mantener la variabilidad genética necesaria para asegurar la viabilidad de poblaciones
pequeias de especies amenazadas. Ademas, estas herramientas complementan la accién
de bancos de recursos genéticos que sirven para ampliar el marco temporal y espacial de
la conservacion de germoplasma y tejidos somaticos de especies amenazadas. El
desarrollo de biotecnologias reproductivas requiere un conocimiento profundo de la
biologia reproductiva de cada especie de interés. En particular, conocer las caracteristicas
espermaticas y los factores que afectan a la calidad seminal es esencial para comprender
los determinantes de la fertilidad masculina y desarrollar técnicas de reproduccién

asistida exitosas.

El trabajo de esta tesis doctoral se ha orientado al estudio de aspectos de biologia
reproductiva y espermatica de cuatro especies de mamiferos amenazados que forman
parte de programas de cria en cautividad. De particular interés ha sido el estudio de la
calidad seminal, pardmetros espermaticos y fenotipo de los espermatozoides para
estimar la capacidad reproductiva de los individuos, asi como la posibilidad de
desarrollar métodos de conservacion de espermatozoides para uso posterior en

inseminacién artificial.

En una primera parte de este trabajo se analizaron los parametros seminales de
machos de gacela de Cuvier, gacela dama, gacela dorcas y lince ibérico de sus respectivos
programas de cria en cautividad. Se caracterizaron la morfometria y cinética
espermaticas y se examinaron las relaciones entre valores medios de ambas para cada
una de las especies. Los resultados mostraron que, en las tres especies de gacelas, los
espermatozoides con cabezas mas pequeifias y elipticas se mueven a mas velocidad y en
trayectorias mas lineales y progresivas. Por otro lado, las caracteristicas morfométricas
de los espermatozoides del lince ibérico no parecen relacionarse con ninguno de los

descriptores de cinética espermatica.



El estudio de la heterogeneidad del eyaculado segtin los rasgos morfométricos de
los espermatozoides de las tres especies de gacela y del lince ibérico mostré la presencia
de tres subpoblaciones diferenciadas en el tamafio y elipticidad de la cabeza de la célula,
en la longitud de la pieza media del flagelo y en la longitud de las piezas principal y
terminal. Ademas, las caracteristicas de las tres subpoblaciones son comunes a las cuatro
especies, con una subpoblacién de espermatozoides con cabeza redondeada y pieza
media intermedia, otra subpoblacién de espermatozoides con la cabeza mas eliptica y
mayor longitud total y una tercera subpoblacién de espermatozoides con cabezas de

valores de elipticidad intermedios y la mayor longitud de pieza media.

La heterogeneidad del eyaculado en relacion con las caracteristicas de natacion de
los espermatozoides se evidenci6 por la presencia de cuatro subpoblaciones
espermaticas en el eyaculado de gacela dama, gacela dorcas y lince ibérico, diferenciadas
tanto por los descriptores de velocidad como en de trayectoria. En el caso de la gacela de
Cuvier, el nimero de subpoblaciones encontradas fueron tres, también distinguibles por

velocidad y trayectoria de natacion.

En una segunda parte de esta tesis, se examiné la relacion entre factores internos
como la variabilidad genética en las caracteristicas seminales de las cuatro especies
amenazadas. También se examino el efecto de factores externos como enfermedades en
el lince ibérico. El andlisis interespecifico de las tres especies de gacelas mostr6 que los
espermatozoides de la especie con mayor grado de consanguinidad, la gacela de Cuvier,
tenfan peor motilidad espermatica, y mayor porcentaje de morfoanomalias y de
acrosomas dafiados. En el andlisis intraespecifico, dnicamente en la gacela de Cuvier se
apreci6 una relacion significativa e inversa entre el coeficiente de consanguinidad y el
porcentaje de espermatozoides mdtiles, lo que sugiere que la calidad seminal se veria
afectada a partir de determinado umbral de consanguinidad. La consanguinidad se asoci6
a espermatozoides con cabezas grandes y redondeadas y, en la gacela dorcas, también
con espermatozoides de flagelos mas cortos. Por otro lado, el mayor grado de
consanguinidad se relacion6 con una menor velocidad y progresividad de los

espermatozoides.



La morfometria y cinética de los espermatozoides del lince ibérico no se
relacionaron con la heterocigosidad. Sin embargo, el analisis de la calidad seminal entre
machos de dos poblaciones endogdmicas y los machos resultantes de cruces entre ellas,
con mayor heterocigosidad, mostr6 que la calidad seminal de los hibridos era mayor.
Ademas, la heterocigosidad se relacion6 significativa y positivamente con la
concentracion y namero total de espermatozoides, el porcentaje de espermatozoides
mdtiles y la calidad de su movimiento y el porcentaje de células morfolégicamente
normales. La heterocigosidad también se relacioné con un mayor éxito reproductivo. El
efecto de la enfermedad renal crénica provocada por hipervitaminosis D afect6 a la

calidad seminal de los machos en la fase mas grave de la enfermedad.

Por ultimo, se realizé un ensayo para desarrollar métodos que permitan conservar
espermatozoides de lince ibérico en refrigeracion para su uso en transporte e
inseminacion artificial. Se evaluaron varios tratamientos en tres temperaturas (22 °C,
15°Cy 5 °C) y en tres medios de incubacién (Ham'’s F10 modificado, TEST sin glicerol y
TEST con glicerol al 4%). Los resultados mostraron que es posible mantener la motilidad
de los espermatozoides durante 24 horas de manera sencilla y con mejores valores a lo
largo del tiempo en los tratamientos a 22 °C en medios Ham’s F10 y TEST sin glicerol y a

15 °C en los medios TEST con y sin glicerol.



Summary

Reproductive biotechnologies are useful tools for the conservation of endangered
species. Implementing these technologies in species conservation strategies facilitates
gene flow between fragmented populations, both in the wild and in captivity, and thus
contributes to maintain the genetic variability necessary to ensure the viability of
threatened populations. In addition, they complement the role of genome resource banks
that broaden the temporal and spatial framework for the conservation of germplasm and
somatic tissues of endangered species. The development of reproductive biotechnologies
requires a thorough knowledge of the reproductive biology of each species of interest. In
particular, knowledge of sperm traits and factors affecting sperm quality are essential to
understand the determinants of male fertility and to develop successful assisted

reproductive techniques.

This doctoral thesis focuses on the study of reproductive aspects and of sperm
biology of four endangered mammals that are part of captive breeding programmes. Of
particular interest has been the study of sperm quality, sperm parameters and sperm
phenotype to estimate the reproductive performance of individuals, as well as the
possibility of developing methods of sperm conservation for later use in artificial

insemination.

In the first part of this work, the seminal parameters of male Cuvier's gazelle, dama
gazelle, dorcas gazelle and Iberian lynx were assessed. The animals were part of their
respective captive breeding programs. Sperm morphometry and sperm Kkinetics were
characterised and the relationships between mean values for each species were
examined. The results showed that, in all three gazelle species, spermatozoa with smaller,
more elliptical heads move faster and have more linear and progressive trajectories. On
the other hand, the morphometric characteristics of Iberian lynx sperm do not seem to

be related to any of the sperm swimming descriptors.

The study of ejaculate heterogeneity according to morphometric features of
spermatozoa from the three gazelle species and the Iberian lynx showed the presence of

three subpopulations that differ in the size and ellipticity of the head, in the length of the



flagellum midpiece and in the length of the main and terminal pieces. Furthermore, the
characteristics of the three subpopulations are common to all four species, with a
subpopulation of spermatozoa with rounder heads and midpieces of intermediate size,
a second subpopulation of spermatozoa with more elliptical heads and longer total length
and a third subpopulation of spermatozoa with heads of intermediate ellipticity values

and the longest midpiece length.

The heterogeneity of the ejaculate in relation to the swimming characteristics of
the spermatozoa was evidenced by the presence of four sperm subpopulations in the
ejaculate of dama gazelle, dorcas gazelle and Iberian lynx, differentiated by both speed
and trajectory descriptors. In the case of Cuvier's gazelle, the number of subpopulations

found was three, also distinguishable by swimming speed and trajectory.

In the second part of this thesis, the relationship between internal factors, such as
genetic variability, on seminal traits of the four endangered species was examined. The
effect of external factors, such as a dietary imbalance, on the Iberian lynx sperm was also
examined. Interspecific analysis of the three gazelle species showed that spermatozoa
from the species with the highest degree of inbreeding, i.e., Cuvier's gazelle, had poorer
sperm motility, higher percentage of morphoanomalies and higher percentage of
damaged acrosomes. In the intraspecific analysis, there was a significant inverse
relationship between the inbreeding coefficient and the percentage of motile
spermatozoa only in Cuvier's gazelle, suggesting that sperm quality may be affected
above a certain inbreeding threshold. Inbreeding was associated with spermatozoa with
large, rounded heads and, in dorcas gazelle, also with spermatozoa with shorter flagella.
On the other hand, higher inbreeding was associated with lower sperm velocity and

progressivity.

Iberian lynx sperm morphometry and kinetics were not related to heterozygosity.
However, analysis of sperm quality between males from two inbred populations and the
males resulting from crosses between them, which had higher heterozygosity, showed
that the sperm quality of the hybrids was higher. In addition, heterozygosity was
significantly and positively related to the concentration and total number of

spermatozoa, the percentage of motile spermatozoa, the quality of their movement and



the percentage of morphologically normal cells. Heterozygosity was also associated with
increased reproductive success. The effect of chronic kidney disease caused by
hypervitaminosis D affected the semen quality of males in the most severe phase of the

disease.

Finally, a trial was conducted to develop methods to preserve Iberian lynx
spermatozoa under refrigeration for use in transport and artificial insemination. Several
treatments were evaluated at three temperatures (22 °C, 15 °C and 5 °C) and in three
incubation media (modified Ham's F10, TEST without glycerol and TEST with 4%
glycerol). The results showed that it is possible to maintain sperm motility for 24 hours.
Best results were obtained by storing at 22°C in Ham's F10 or TEST media without
glycerol, and at 15°C in TEST media with and without glycerol.



Abreviaturas

CASA
CC
CCLI

Sistema de analisis espermatico asistido por ordenador
Coeficiente de correlaciéon

Centro de Cria de Lince Ibérico

Descriptores de cinética:

ALH
BCF
LIN
STR
VAP
VCL
VSL
WOB

Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
Frecuencia de cruce de batido del flagelo
Linealidad

Rectitud

Velocidad promedio de la trayectoria

Velocidad curvilinea

Velocidad rectilinea

Coeficiente de "wobble" (tambaleo)

Descriptores de morfologia

AC
LC
LF
LPM
LPP+PT
LT

DPX

ERC

HL

MQA

PBS
PRFS
PRT
SMI
sMLH
SP
TEST

Anchura de la cabeza del espermatozoide

Longitud de la cabeza del espermatozoide

Longitud del flagelo del espermatozoide

Longitud de la pieza media del flagelo

Longitud de las piezas principal y terminal del flagelo
Longitud total

Medio de montaje para microscopia con xileno y dibutil ftalato
Enfermedad renal créonica

Homocigosidad por locus

Indice de motilidad, calidad del movimiento e integridad
acrosomica de los espermatozoides

Solucion salina con tampon fosfato

Parque de Rescate de la Fauna Sahariana, Almeria

Peso relativo de los testiculos

Indice de motilidad espermatica

Heterocigosidad multilocus estandar

Subpoblacién espermatica

Diluyente de semen con tampones Tes y Tris

11



O 1 INTRODUCCION



Introducciéon

1. INTRODUCCION

1.1 Crisis de biodiversidad

1.1.1 Situacion general

La extincion es un fendémeno natural inherente a la evolucién que tiene lugar de
manera gradual desde que existe la vida en la Tierra. Segiin el registro fosil, las
extinciones tienden a ser compensadas por tasas superiores de apariciéon de nuevas
especies y la mayoria de estudios asumen unas tasas de extinciéon basales entre 0.1 y 1
extinciones por millon de especies y afio y, en concreto para los mamiferos, las
estimaciones son de 1,8 especies extinguidas por millén de especies y afio (Ceballos et al
2015). Sin embargo, el ritmo de extincién natural puede verse acelerado por
acontecimientos catastréficos que, como ha ocurrido en al menos cinco ocasiones en la
historia del planeta, provocan cambios climaticos globales que llevan a la extincién de
mas del 75% de las especies (Barnosky et al. 2011). En la actualidad, las tasas de extincion
calculadas estiman 100 especies extinguidas por milléon de especies y afio (Pimm et al.
2014). Esto supone un ritmo entre 100 y 1000 veces mayor que las tasas basales
naturales, lo que ha llevado a la comunidad cientifica a hablar del comienzo de la sexta

extincién masiva (Ceballos y Ehrlich 2018).

El término biodiversidad abarca todas las especies de animales, plantas,
microorganismos, incluyendo la variabilidad genética y la variabilidad de los ecosistemas
que los albergan (McNeely et al. 1990). La pérdida de biodiversidad merma la capacidad
de los ecosistemas para funcionar de forma eficaz y eficiente y, por tanto, socava la
capacidad de la naturaleza para mantener su funcién estable frente a cambios (Wilson
1992). Medir el estado de la biodiversidad en el planeta es complejo pero el Living Planet
Index nos da una idea del estado de las poblaciones de casi 4.000 especies de
invertebrados. Entre 1970 y 2016, las poblaciones de estas especies han descendido una
media del 68% (WWF 2020). Ademas, seguin la Union Internacional para la Conservacion
dela Naturaleza (IUCN), el 28% de todas la especies conocidas estdn amenazadas. Y, entre

ellas, el 26% de los mamiferos se encuentran amenazados en mayor o menor medida.
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Introduccién

Entre los grupos de mamiferos que contienen una mayor proporciéon de especies

amenazadas se encuentran los ungulados y los felinos (IUCN 2021).

La crisis de biodiversidad actual se atribuye principalmente a la accién antrépica
propiciada por el crecimiento exponencial de la poblacién humana. Un estudio reciente
estima que el 75% de la superficie terrestre se ha alterado significativamente por la
actividad de nuestra especie (IPBES 2019). Cambios en los usos del suelo, en los ciclos
biogeoquimicos, cambios climaticos, la contaminacién, especies invasoras y la
sobreexplotacién de los recursos naturales degradan los ecosistemas y amenazan la

biodiversidad.

1.1.2 El riesgo de las poblaciones cada vez mas pequeias: depresion por

consanguinidad.

Los peligros que amenazan la biodiversidad afectan a la dindmica poblacional de
las especies. Las principales amenazas de la biodiversidad, como la fragmentacion y
degradacidn de los habitats, la sobrexplotacion de los recursos y de las mismas especies,
la introduccién de especies invasoras y competidoras, la contaminacién, los cambios
climaticos, afectan a la dinamica poblacional de las especies, provocando la disminucion
de su tamafo. Por ejemplo, un lince ibérico adulto necesita un territorio de 5-15 km2. Una
poblacién de 50 hembras necesitaria 500 km?2 de habitat de calidad (Ferreras el al. 2010).
Cuando una poblacién mantiene un tamafio reducido en el tiempo aumentan los cruces
entre individuos emparentados, es decir, relacionados genéticamente. Aumenta, asi, la
endogamia o consanguinidad cuyos efectos negativos se conocen como depresién por
endogamia (Charlesworth y Charlesworth 1987). Esta depresiéon por endogamia
disminuye la variabilidad genética a medida que se generan descendientes

consanguineos.

La pérdida de variabilidad genética de los individuos de una poblacién supone una
merma en sus capacidades para adaptarse, sobrevivir y reproducirse (Lacy 1997). Las
poblaciones estan expuestas a cambios ambientales que ocurren en el clima y en el

ecosistema (por ejemplo, la disminucion de presas de un carnivoro), asi como la apariciéon
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Introducciéon

de enfermedades y desastres naturales como incendios o inundaciones. La variabilidad
genética permite que un individuo responda a estos cambios ambientales, resista

enfermedades o sea capaz de colonizar nuevos territorios.

La variabilidad genética engloba tanto la diversidad de alelos diferentes en un
locus de una poblacidn, o el nimero medio de alelos sobre el conjunto de loci (es decir, la
diversidad alélica), como la heterocigosis definida por el porcentaje de loci heterocigotos.
La endogamia aumenta la frecuencia de individuos homocigéticos para determinados
alelos. Aunque, en proporcion, pocos genes son deletéreos, la mayoria causan problemas
de fertilidad o condicién fisica como se ha documentado en numerosos estudios en
poblaciones cautivas (Ralls y Ballou 1983) y en libertad (Crnokrak y Roff 1999) de
especies de taxones tan diversos como mamiferos, aves, reptiles, anfibios o peces. Con la
endogamia, las tasas de natalidad y mortalidad, disminuyen y aumentan,
respectivamente, afectando a la dindmica de la poblacién, que continuara disminuyendo
e impedira su recuperacion empujando a la poblacién a un vértice de extincién como se
ha comprobado en laboratorio con poblaciones de insectos y ratones (Frankham 1995,

Bijlsma et al. 1999, 2000, Reed y Bryant 2000, Reed et al. 2002).

En ocasiones, se ha cuestionado la importancia de la endogamia en poblaciones
naturales, o incluso su presencia (Lande 1993, Shields 1993, Caro et al. 1994, Caughley
1994). Sin embargo, la evidencia indica que la depresién por consanguinidad también
incide en poblaciones naturales de diferentes especies en las que la endogamia se
relaciona con variables como la supervivencia neonatal (Coltman et al. 1998, Coulson et
al. 1998, Rossiter et al. 2001), la supervivencia juvenil (Coulson et al. 1999), y la
vulnerabilidad frente a los parasitos y patégenos (Coltman et al. 1999, Cassinello et al.
2001, Acevedo-Whitehouse et al. 2003), entre otras. Incluso algunos estudios sugieren
que el impacto de la depresidon por endogamia es hasta siete veces mayor en poblaciones
naturales que en cautividad (Crnokrak y Roff 1999). La relacion entre endogamia,
pérdida de variabilidad genética y riesgo de extincion también se ha encontrado en
poblaciones naturales en las plantas, como Clarkia pulchella (Newman y Pilson 1997) y
Silene littorea (Vilas y Garcia 2006) y en metapoblaciones de la mariposa Melitaea cinxia

(Saccheri et al. 1998).
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La reproduccion tiene un papel esencial en la dinamica poblacional. Por tanto, el
efecto negativo de la depresion por consanguinidad en la reproduccion es especialmente
delicado. El éxito reproductivo de las hembras (Slate et al. 2000), el éxito de cépula de los
machos (Hoglund et al. 2002), o la calidad seminal (Roldan et al. 1998, Fitzpatrick y Evans
2009, Ruiz-Lopez et al. 2010, 2012) son parametros de fertilidad que sufren los efectos
de la endogamia y pérdida de variabilidad genética. Fitzpatrick y Evans (2009)
observaron cdmo la calidad seminal se relaciona directamente con la diversidad genética
entre 20 especies de mamiferos. A nivel intraespecifico, esta relaciéon se ha encontrado
en ungulados (Cassinello et al. 1998, Roldan et al. 1998, Gomendio et al. 2000, Ruiz-Lépez
etal 2012)y felinos (Wildt 1987, Neubauer et al. 2004, Ruiz-Lépez et al. 2012), asi como

en otros carnivoros como el lobo gris (Asa et al. 2007).

La depresion por consanguinidad pueden revertirse promoviendo flujo génico
entre poblaciones. Los efectos positivos de cruces entre poblaciones se conocen desde los
trabajos de Darwin con plantas (Darwin 1876) y se han observado en estudios de
animales domésticos (ganado lechero: Turton 1981; pollos: Sheridan 1986; cerdos:
Sellier 1976; ovejas: Al-Nakib et al. 1997) y especies silvestres como el lobo escandinavo
Canis lupus (Ingvarsson 2002, Vila et al. 2003) y el gallo de las praderas Tympanuchus
cupido (Westemeier et al. 1998). Generalmente, los descendientes de estos cruces
ex0gamos muestran mejores caracteristicas fisicas que sus progenitores y sus
poblaciones mejoran en tamafio y salud (Tallmon et al. 2004, Frankham et al. 2010). Estos

efectos positivos se conocen como vigor hibrido o heterosis.

La heterosis producida por la exogamia (entendida como el cruzamiento entre
individuos de distintas poblaciones de una misma especie) puede, sin embargo,
desaparecer tras la primera generacion e incluso los cruces entre poblaciones pueden ser
perjudiciales para las siguientes generaciones. Templeton (1986) defini6 esta situacion
como depresion por exogamia donde la eficacia bioldgica de los descendientes es peor
que la de los progenitores. Las causas de estos efectos negativos se atribuyen
principalmente a disrupcion de adaptaciones locales que tuvieran los progenitores, la
infradominancia y las interacciones epistaticas (Edmands 2007). Este tipo de depresion

esta mucho menos estudiada que la depresion por endogamia y diversos estudios
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apuntan a su aparicion incluso en la primera generacién aunque, generalmente, la

depresion por exogamia se presenta a partir de la segunda generaciéon (Edmands 2007).

La depresién por exogamia supone un dilema para los gestores de programas de
conservacion de especies amenazadas que tienen que decidir si mantener poblaciones
separadas para evitar este riesgo o cruzar a sus individuos para restablecer el flujo génico
y minimizar la depresion por endogamia. Esta situacion se dio en los programas de
conservacion de dos de las especies de este estudio, gacela dama (Senn et al. 2014) y lince
ibérico (Kleinman-Ruiz et al. 2019). En ambos casos, tras analizar el coste-beneficio de
las opciones se opt6 por manejar las poblaciones conjuntamente ya que las consecuencias
de la depresion por exogamia parecen ser no tan graves como las de la endogamia para

la fertilidad y supervivencia de las especies (Frankham 2016).

1.2 Conservacion de especies amenazadas

El Convenio de Diversidad Biolégica se ratific6 por 193 paises durante la
Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo, celebrada
en Rio de Janeiro en 1992. Fue concebido con el fin de evitar la pérdida de biodiversidad
y asegurar la vida, tal y como la conocemos, a las futuras generaciones. Este convenio
otorg6 gran visibilidad internacional a la biologia de la conservacion y conciencié sobre

la necesidad de actuar para evitar la destruccién de mas especies y ecosistemas.

Conservamos lo que conocemos y valoramos. Por eso, especies como el lince
ibérico o los grandes ungulados africanos son extremadamente relevantes para la
conservacion de la naturaleza. A estas especies se las conoce como especies bandera o
paraguas (Wilcox 1984) ya que, gracias a los esfuerzos para su conservacion, se consigue
preservar, al mismo tiempo, el ecosistema completo en el que habitan y todo la diversidad

de especies y procesos que se dan en él.

La mejor estrategia para conservar una especie amenazada es la conservacion o
restauracion de su habitat y del ecosistema donde habita (Saunier y Meganck 1995, Wildt

et al. 1997). Por ello, los mayores esfuerzos de gestion se han enfocado principalmente
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hacia la conservacion in situ de las especies. Sin embargo, esto puede ser insuficiente si
la situacidn de la especie ya es demasiado critica o simplemente no es posible debido al
tipo de amenaza. En ocasiones, no es posible restaurar habitats que comprometerian
reduccidn de agricultura y ganaderia o eliminacién de infraestructuras; o bien, suprimir
amenazas como la caza furtiva o controlar especies invasoras y enfermedades pueden

requerir un tiempo que quiza no tenga la especie en peligro critico.

Cuando no se puede conservar in situ, se cuenta con alternativas de conservacion
ex situ. La cria en cautividad, los bancos de recursos genéticos y las técnicas de
reproduccion asistida son herramientas de conservacién complementarias que deben
implementarse para enriquecer los programas de conservacion y lograr mas
probabilidades de éxito. Asilo indica la [UCN en sus Directrices técnicas sobre la gestion
de poblaciones ex situ para su conservacion (IUCN 2014a): “la realidad de la situacion
actual es que seremos incapaces de asegurar la supervivencia de un nimero creciente de
especies amenazadas sin el uso efectivo de una variada gama de técnicas de conservacion,

incluyendo, para algunos taxones, el incremento de las técnicas de conservacién ex situ”.

Los programas de conservacién ex situ se plantean como una herramienta de
apoyo al programa de recuperacion de una especie. Sus objetivos primordiales incluyen
la conservacién del maximo de variabilidad genética existente en la naturaleza, y la
produccion de un nimero suficiente de ejemplares para su reintroduccién futura en las

areas de distribucion histérica de la especie.

1.2.1 La conservacion de gacelas amenazadas

Las especies de gacelas estudiadas en este trabajo son la gacela de Cuvier, Gazella
cuvieri (Ogilby, 1841), la gacela dama mhorr, Nanger dama mhorr (Pallas, 1766) y la
gacela dorcas, Gazella dorcas (Linnaeus, 1758) (figura 1.1). Las tres especies pertenecen
a la familia Bovidae, subfamilia Antilopinae, y son originarias del norte de Africa. Se
encuentran catalogadas en la lista roja de especies amenazadas con distinto grado de
peligro, de menor a mayor: Gazella dorcas (IUCN 2017), vulnerable, Gazella cuvieri (IUCN

2016a), vulnerable, y Nanger dama, criticamente amenazada (IUCN 2016b).

20



Introducciéon

an

Figura 1.1 ec1es de acél enel rogaa de cria en cautividad de la Estacion Experimental de
Zonas Aridas. De izquierda a derecha: gacela de Cuvier (Gazella cuvieri), gacela dama Mohor (Nanger dama
mhorr) y gacela dorcas (Gazella dorcas neglecta). Modificado de Roldan et al. (2006).

La gacela dorcas originariamente habitaba todo el norte de Africa desde el sur del
Sahel hasta el Mediterrdneo atravesando todo el continente de Este a Oeste incluyendo,
marginalmente, zonas del sur de Israel, Siria y Jordania y el cuerno de Africa. No existen
datos precisos de sus poblaciones en todo su rango de distribucion, pero las estimas mas
recientes indican que se encuentra presente en todos los paises de la zona excepto en
Senegal, y en todos ellos sus poblaciones han disminuido con gran rapidez desde mitad
del siglo pasado, salvo en Niger y Chad donde existen zonas donde esta especie esta

relativamente bien protegida (Lafontaine et al. 2005).

La gacela de Cuvier es endémica de las montafias del Atlas desde Tunez hasta el
sureste de Marruecos. En la actualidad, su rango de distribucién se ha reducido
enormemente hasta los 2.360-4.560 individuos (Herrera-Sanchez et al. 2020) y sus

poblaciones estan fragmentadas en 48 zonas registradas en 2005 (Beudels-Jamar et al.

2005).

La gacela dama es la especie mas amenazada de la zona. Histéricamente
distribuida por todo el norte de Africa como la gacela dorcas, desde el afio 2000 sélo se
encuentra en 5 pequeias poblaciones aisladas con un total de menos de 300 individuos.
De las tres subespecies de la gacela dama, Nanger dama mhorr se llegé a extinguir en la
naturaleza (IUCN 2014b). Existen alrededor de 550 individuos en cautividad repartidos

en diferentes programas de cria en Europa, Oriente Medio y Norte América.
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La principal amenaza para las tres especies desde principios del siglo pasado es la
presion cinegética, intensificada desde la llegada de vehiculos a motor a la zona en la
década de 1950. Mas recientemente, los habitats se estan viendo amenazados por la
expansion de la agricultura y la competicion con herbivoros domésticos (Scholte y

Hashim 2013).

Las tres especies de gacela cuentan en Espafia con programas de cria en cautividad
desde 1971 gestionado por la Estacién Experimental de Zonas Aridas (EEZA, CSIC) en
Almeria. Los animales se encuentran alojados en las instalaciones de la finca La Hoya del
Parque de Rescate de Fauna Sahariana (PRFS), que funciona como unidad de apoyo y
servicio de la EEZA. Los programas de cria comenzaron con 4 fundadores de G. cuvieri, 11
fundadores de N. dama y 20 fundadores de G. dorcas que fueron llegando a las
instalaciones del PRFS entre 1970 y 1975, salvo los 6 ultimos individuos de G. dorcas que

llegaron en 1993 y 1994.

La cria en cautividad de las tres especies ha sido exitosa hasta el punto de que en
la actualidad se mantienen una poblacién de cada especie de unos 90 individuos, nimero
limitado principalmente por la disponibilidad de espacio. Los programa de cria de la
EEZA han servido para proveer de animales a numerosas instituciones de todo el mundo
asi como de animales reintroducidos en sus habitats naturales (Cano et al. 1993, Abaigar
1997, Abaigar et al. 2013). Ademas, el programa de cria en cautividad de las tres especies
ha permitido profundizar en el conocimiento de su biologia reproductiva (Alados y Escés
1991, Cassinello et al. 1998, Gomendio et al. 2000, Garde et al. 2003, Roldan et al. 2006)
un conocimiento que contribuye no sélo a la conservacion de estas tres especies sino

también a la conservacién de otros ungulados amenazados.
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1.2.2 La conservacion del lince ibérico

El lince ibérico, Lynx pardinus (Temminck, 1827) (figura 1.2), es una especie de
felino endémica de la peninsula ibérica. Comparte el género Lynx con otras tres especies:
el lince canadiense, Lynx canadensis (Kerr 1792), y el lince rojo, Lynx rufus (Schreber,
1777) que habitan en el Norte de Américay el lince boreal, Lynx lynx (Linnaeus, 1758) de
distribucién euroasiatica. Las especies del género Lynx comparten una cola corta y unas
patas largas en proporcion a la longitud del cuerpo asi como los caracteristicos penachos
de pelo en orejas y barbas, rasgos que las diferencian de otras especies de gatos pequeios
menos de 20 kg de peso en edad adulta (Swanson 1997). El lince ibérico es la especie de
felino mas especializada en cuanto a habitat y alimentacién. Necesita la cobertura del
matorral mediterraneo con una densidad de conejo, Oryctolagus cuniculus (Linnaeus,
1758) minima de 1-4,5 individuos por hectarea, ya que esta presa constituye el 80-90%

de su dieta (Palomares et al. 2001, Ferreras et al. 2010).

Figura 1.2 Macho de lince ibérico (Lynx pardinus).

Durante afios, el lince ibérico ha sido la inica especie de felino catalogada por la
IUCN como “en peligro critico” de extincion, el carnivoro mas amenazado de Europay el
felino mas amenazado del mundo (Nowell y Jackson 1996). A principios del siglo XX el
lince estaba ampliamente distribuido por toda la peninsula ibérica (Blanco 1998,
Rodriguez 2007). Sin embargo, hacia mitad de siglo su distribucién ya se habia reducido
aunas 60.000 ha en el suroeste peninsular y, en el primer censo de la especie en 1980, se

estim6 una poblaciéon de 1.100 individuos repartidos en unicamente 10 poblaciones
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aisladas (Rodriguez y Delibes 2002). A pesar de que, en este momento, surgio6
preocupacion por el estado de conservacidn del lince y comenzaron esfuerzos para su
proteccion, estos fueron insuficientes o inefectivos (Palomares et al 2011) y las
poblaciones de lince sufrieron un vertiginoso declive hasta contar con menos de 200
individuos repartidos en dos poblaciones aisladas, en Dofiana y Sierra Morena (Guzman

etal 2002, Rodriguez y Delibes 2003, Johnson et al. 2004).

En ese momento critico, se pusieron en marcha nuevos enfoques para la
proteccion de la especie a nivel europeo (Action plan for the Iberian Lynx In Europe,
Delibes et al. 2000), nacional (Estrategia para la conservacion del lince ibérico, MIMAM
1999) y autonémico con planes de recuperacion en comunidades como Andalucia,
Castilla La Mancha y Extremadura. En la actualidad, la Estrategia para la Conservacién
del Lince Ibérico coordina el Programa de Conservaciéon In Situ y el Programa de
Conservacion Ex Situ, gestionados por una Comision Multilateral formada por los
gobiernos de Espana y Portugal junto con los gobiernos autonémicos implicados. Estos
esfuerzos de conservacion han dado sus frutos, consiguiendo revertir la disminuciéon de
la especie de los dltimos 60 afios hacia un crecimiento de las dos poblaciones existentes
y la reintroduccién de la especie en otras zonas, lo que ha permitido reducir el grado de
amenaza del lince ibérico a “en peligro” en 2015 (Rodriguez y Calzada 2015). En la
actualidad, el ultimo censo de 2020 arroj6 datos esperanzadores con 1.111 individuos,
de los cuales 239 son hembras reproductoras (figura 1.3), y 14 nucleos poblacionales en

6 zonas establecidas (figura 1.4).

— Ejemplares totales — Hembras == Cachorros 2020

N¢ individuos
A

Figura 1.3 Crecimiento de las poblaciones de lince ibérico en la peninsula ibérica desde 2002 hasta
2020. Fuente: WWF Espaiia, datos del Censo Lince ibérico 2020, Ministerio para la Transicion Ecolégica.
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Figura 1.4 Tamaiio de las poblaciones de lince ibérico en Espaiia y Portugal. Fuente: Censo Lince
ibérico 2020, Ministerio para la Transicién Ecolégica.

El éxito del plan de recuperacién de la especie se debe en gran medida a los
esfuerzos coordinados in situ, principalmente la conservaciéon y mejora de los habitats del
lince ibérico, y ex situ con el programa de cria en cautividad gracias al cual, hasta el

presente, se han reintroducido en la naturaleza 305 individuos (MITECO, 2021).

El programa de cria en cautividad del lince ibérico se gesté a partir de informes y
recomendaciones de varios organismos: Viabilidad de las Poblaciones de Lince Ibérico
(IUCN/MIMAM, 1998), el Plan de Accidén para el Lince Ibérico en Europa (Delibes et al.
2000), y la Estrategia Nacional para la Conservacién del Lince Ibérico (MIMAM, 1999). El
programa de cria, iniciado en 2003, se propuso mantener el 85% de la variabilidad
genética de las poblaciones existentes gracias a 20 fundadores incorporados al programa
durante los primeros cinco afios (2004-2009) y un nuevo individuo cada dos afios. El
segundo gran objetivo del programa de cria fue preparar individuos viables para su

reintroduccion, meta que se esta cumpliendo con éxito desde 2009.

Ademas de los dos objetivos anteriores, el programa de cria en cautividad ha

conseguido otro objetivo comun a este tipo de programas, consistente en ampliar el
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conocimiento de la especie en diversos campos como el sanitario (Grupo de manejo
sanitario del lince ibérico 2014, Lépez et al. 2009, Lopez et al. 2016), reproductor
(Jewgenow 2006, Crespo et al. 2007, Gafian et al. 2009, Pelican et al. 2009), etolégico
(Vargas et al. 2006, Penabad et al. 2012, Ubeda et al. 2021) y se han puesto en marcha
bancos de tejidos y germoplasma (Roldan et al. 2009) que contribuyen al conocimiento y
ala conservacion de variabilidad genética de la especie. Todo este conocimiento favorece
el manejo de conservacion, no sélo de esta especie, sino que también sirve como punto
de partida para la conservacién de otras especies de felinos amenazados, y su manejo

tanto en vida libre como en cautividad.

En la actualidad, el programa de cria en cautividad lo compone una red de cinco
Centros de Cria en Cautividad del Lince Ibérico (CCLI), cuatro exclusivos (El Acebuche, La

Olivilla, Granadilla y Silves) y uno asociado (Zoobotanico de Jerez) (figuras 1.5y 1.6):

g
Granadilla
[ e
. La Olivilla
Silves El Acebuche
v*g ﬁ’ ﬁ’
i &
Jerez

Figura 1.5 Ubicacién de los centros de cria en cautividad de lince ibérico en Espafia y Portugal.

- CCLI El Acebuche: ubicado en el Parque Nacional de Dofiana (Matalascaias,
Huelva) consta de 18 recintos para linces construidos en 1992. Sin embargo, no
fue hasta 2003 tras la puesta en marcha del programa de conservacion ex situ

cuando comenzo a albergar los primeros individuos del programa de cria. Fue en
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este centro donde en 2005 se produjo el nacimiento de la primera camada de lince

ibérico en cautividad.

CCLI La Olivilla: ubicado en los Montes de La Aliseda (Santa Elena, Jaen). Dispone
de 23 instalaciones que se estrenaron en 2007 con la llegada de los primeros
ejemplares procedentes de El Acebuche. El primer nacimiento en este centro tuvo

lugar en 2009.

Centro Nacional de Reprodug¢do de Lince Ibérico: es el Unico centro de cria en
Portugal, situado en el Vale Fuzeiros (Silves, Algarve). Cuenta con 16 recintos
inaugurados en 2009, afio en el que recibieron el primer ejemplar procedente del
Zoobotanico de Jerez. El centro surge gracias a los convenios entre Espafia y
Portugal en los que también hay un compromiso para restaurar zonas de

reintroducciéon en ambos paises.

CCLI Granadilla: localizado en Zarza de Granadilla (Caceres), consta de 16
recintos. Fue el ultimo centro en inaugurarse en 2011 y con el que se consigue el
espacio necesario para albergar la poblacién cautiva propuesta en el plan de
accion para la cria en cautividad y para llegar a la capacidad de carga proyectada

para cumplir con los programas de reintroduccion.

Zoobotanico de Jerez (Jerez de la Frontera): en la actualidad consta de cinco
instalaciones para linces aisladas del publico general. Este centro ha formado
parte del programa de cria desde sus inicios y fue el lugar donde se criaron los

primeros cachorros que mas tarde se incorporarian al CCLI El Acebuche.
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Figura 1.6 Centros de cria en cautividad del lince ibérico. De izquierda a derecha y de arriba a abajo: El
Acebuche, La Olivilla, Silves, Granadilla y Zoobotanico de Jerez.

1.3  Conservacion de recursos genéticos y biotecnologias reproductivas

La biotecnologia reproductiva aporta soluciones que permiten el manejo genético
de las poblaciones amenazadas para mantener e incrementar la variabilidad genética al
facilitar el flujo génico entre poblaciones. Esto es especialmente importante para los
programas de cria en cautividad ya que, generalmente, se crean cuando la especie esta
gravemente amenazada y comienzan con unos pocos fundadores, posiblemente
emparentados. Ademas, el desarrollo de técnicas reproductivas permite crear bancos de

recursos genéticos que actian como repositorios de variabilidad genética y conectarlos
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con las poblaciones cautivas y en libertad (figura 1.7). Por tanto, la biotecnologia
reproductiva permite ampliar el marco temporal y espacial de la conservaciéon de

especies amenazadas.

Banco de Recursos

Tecnologias " Tecnologias
reproductivas Genéticos reproductivas
ej. IA, FIV, transfer. ej. IA, FIV, transfer.
embriones embriones
Esperma,

Programas de
conservacion in situ

Programas de

embriones, oocitos L .
conservacion ex situ

(fibroblastos, suero)

Poblaciones Poblaciones en
fragmentadas de cautividad,
especies silvestres, € manejadas
conectadasa @ TTTTmTmTmommmoooos > genéticamente
poblaciones vecinas como parte de
por corredores programas de cria

Figura 1.7 Papel de las técnicas de reproduccion asistida como nexo de unién entre conservacion in
situ y ex situ (basado en Holt y Pickard 1999).

Desarrollar e implementar técnicas reproductivas en los programas de
conservaciéon de especies amenazadas supone una serie de ventajas tanto bioldgicas
como logisticas. Por un lado, se permite el intercambio genético entre poblaciones en
libertad y cautivas sin necesidad de extraer individuos de las poblaciones naturales y
minimizar los riesgos de movilizar animales mediante reintroducciones, que no siempre
son exitosas (Grey-Ross et al. 2009), o traslados entre poblaciones o centros de cria.
Mediante técnicas de reproduccién asistida se eliminan los riesgos de incompatibilidad
entre animales asi como los riesgos derivados del estrés por el manejo, y la transmision
de enfermedades (Herrick 2019). Ademas, se consigue mantener la diversidad genética
de la especie de forma casi indefinida incluso después de la muerte de un animal gracias
ala conservacion de germoplasma. Esto es especialmente importante cuando una animal
muere sin descendencia por causas como enfermedades, inanicion, desastres naturales,
o atropellos. Por otro lado, estas ventajas tienen también un efecto positivo en el coste
econdmico y logistico que supone movilizar y mantener animales en cautividad. Ademas,

se facilita el flujo génico especialmente cuando la distribucion de la especie implica
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conservacidn y gestion entre distintas administraciones e incluso paises, por ejemplo
entre Espafia y Portugal, en el caso del lince ibérico, y entre Espafia y los paises del norte

de Africa, en el caso de las gacelas.

El potencial de las biotecnologias reproductivas en la conservacién de especies
amenazadas es enorme. Sin embargo, su aplicaciéon y éxito son limitados por el
desconocimiento de la biologia reproductiva de las especies, la escasez de individuos para
su estudio y la dificultad para acceder a ellos. De hecho, s6lo 250 especies animales
cuentan con un conocimiento aceptable de su biologia reproductiva (Comizzoli y Holt.
2019). Para desarrollar técnicas de reproduccion asistida es necesario conocer la
fisiologia y patrones reproductivos de cada especie ya que es en la reproduccién donde
las especies divergen antes que en otros aspectos (Comizzolli et al. 2000, Gomendio et al.
2006, Wildt et al. 2010). Generalmente, los estudios en especies domésticas como el gato
(Johnston et al. 1989, Pope et al. 1993, Howard 1999) o el morueco (Watson y Martin
1976, O’'Meara et al. 2008, Menchaca et al. 2018) sirven como punto de partida para
profundizar en el conocimiento especifico de animales silvestres. En este sentido, los
programas de cria en cautividad son un escenario tremendamente tutil para conocer

aspectos de la especie que seria muy dificil estudiar en la naturaleza.

Las biotecnologias reproductivas engloban areas de estudio muy particulares,
desde el monitoreo no invasivo de hormonas reproductivas, la conservaciéon de gametos
y embriones, técnicas de inseminacién artificial, fecundacién in vitro y transferencia de
embriones, inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides hasta preseleccién de
sexos, Xxenotransplantes de tejido testicular y ovarico y clonacién por transferencia de
nucleo. Algunas de estas técnicas se han implementado con éxito en especies silvestres e
incluso especies amenazadas (revisiones en: Wildt et al. 1992, Loskutoff et al. 1995, Pope
y Loskutoff 1998, Comizzoli et al. 2000, Farstad 2000, Pope 2000, Pukazhenthi y Wildt
2004, Roldan y Garde 2004, Andrabi y Maxwell 2007, Salamone et al. 2017, Sontake,
2018, Swanson 2019, Clulow et al. 2019, Kochan et al. 2019, Lanyon y Burgess 2019,
Mastromonaco y Gonzalez-Grajales 2020, Burger et al. 2021).

Gracias a las técnicas de reproduccion asistida y al avance del conocimiento de la

biologia reproductiva se ha conseguido reproducir por estos medios diversas especies de
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felinos mediante inseminacion artificial (leopardo, ocelote tigrina, leopardo de las nieves,
tigre y guepardo: Howard y Wildt 2009, Wildt et al. 2010) y fecundacién in vitro (tigre,
ocelote, caracal gato pescador, serval: Pope et al. 2006, Swanson 2006). También se han
reproducido de esta manera diversas especies de ungulados (gacela dama: Garde et al.
20064, ciervo ibérico: Garde et al. 2006b, gacela de Waller: Penfold et al. 2005, 6rix
blanco: Morrow et al. 2009), otros mamiferos como el panda gigante (Moore et al. 1984),
el delfin mular (O’Brien y Robeck 2012) y el koala (Allen et al. 2008), aves como la grulla
trompetera (Jones et al. 2001) y anfibios como el sapo de Baxter (Browne et al. 2006).
Todas ellas son especies amenazadas que han conseguido recuperar en mayor o menor

grado sus poblaciones.

1.4 Espermatologia y fertilidad masculina

La biologia reproductiva masculina se enfoca en la calidad seminal y las
caracteristicas de los espermatozoides que les permitan llegar a fecundar el 6vulo, de lo
que depende, en dltima instancia, la fertilidad de los machos. Conocer la biologia y el
funcionamiento espermadtico es esencial para entender el éxito o el fracaso de los
programas de cria en cautividad y para desarrollar biotecnologias reproductivas que

contribuyan a la conservacién de especies amenazadas.

Los espermatozoides son células sumamente especializadas y métiles adaptadas
a las distintas situaciones en las que tiene lugar la fecundacion (figura 1.8). La gran
diversidad de estrategias reproductivas en el reino animal se refleja en la diversidad de
formas y tamafios de los espermatozoides (Cohen 1977, Briskie et al. 1997, Presgraves et

al. 1999, Pitnick et al. 2009, Minder et al. 2005, Holman et al. 2008) (figura 1.9).
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Figura 1.8 Estructura del espermatozoide y secciones. La estructura general consiste en una cabeza y
un flagelo. La cabeza contiene el nicleo y el acrosoma. El flagelo, que se conecta a la cabeza por el cuello,
consiste en tres partes: la pieza media que contiene las mitocondrias, la parte principal y la parte terminal.
El filamento axial consta de 9+2 conjuntos de microtibulos. De Teves y Roldan (2021).
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Figura 1.9 Diversidad en morfologia de espermatozoides de mamiferos. Monotrema: (a) Tachyglossus
sp.; Marsupial: (b) Petrogale sp.; Eutheria: Afrotheria: (c) Elephas sp.; Xenarthra: (d) Chaetophractus villosus;
Insectivora: (e) Talpa sp.; Chiroptera: (f) Pipistrellus pipistrellus; Cetartiodactyla: (g) Equus sp., (h) Dicotyles
sp., (i) Cervus elaphus, (j) Globicephala sp.; Carnivora: (k) Canis familiaris, (1) Felis catus; Primates: grandes
simios: (m) Gorilla sp., (n) Homo sp.; Rodentia, caviomorfos: (fi) Cavia sp.; miomorfos: (o) Mus musculus; (p)

Rattus norvegicus. Modificado de Teves y Roldan (2021).
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En animales con fecundacién interna, como los mamiferos, los espermatozoides
deben atravesar las barreras fisicas del tracto femenino, para lo que deben tener una
morfologia y motilidad adecuadas (Katz et al. 1989, Drobnis y Overstreet 1992, Suarez y
Pacey 2006, Kolle 2015, Suarez 2015). Una vez en las inmediaciones del 6vulo, el
espermatozoide debe ser capaz de atravesar las cubiertas del 6vulo y fusionarse con su
membrana plasmatica para lo que el acrosoma, vesicula en la region apical de la cabeza
del espermatozoide donde se localizan las enzimas necesarias para este proceso, debe
estar intacto (Yanagimachi 1978, Vigil et al. 2007, Belmonte et al. 2016, Romarowski et
al. 2016). Por tanto, el nimero de espermatozoides de un eyaculado, la proporcién de
espermatozoides motiles con movimiento de calidad, morfologia normal y acrosoma

intacto van a determinar la calidad seminal.

Estos rasgos seminales se han relacionado directamente con la fertilidad en
algunos estudios realizados en humanos, animales domésticos y, en menor medida, en
algunos animales silvestres. Si bien la relacién entre parametros de calidad seminal y
fertilidad no es consistente en todos los estudios, se encuentran asociaciones de la
fertilidad con la concentracién espermatica (Irvine et al 1994, Bonde et al. 1998,
Januskauskas et al. 2000), la morfologia de los espermatozoides (Aitken et al. 1982, Jasko
etal 1992, Malo et al. 2005), la integridad del acrosoma (Whitfield y Parkinson 1995), la
proporcién de células métiles (Aitken et al. 1982, Tardif et al. 1999), la velocidad de los
espermatozoides (Irvine et al. 1994, Holt et al. 2007, Lipold et al. 2012, Caldeira et al.
2018) e incluso las dimensiones del espermatozoide (Malo et al. 2006, Maroto-Morales

etal 2015, Mendonca et al. 2018).

Las dimensiones del espermatozoide influyen en su dindmica de natacion,
principalmente velocidad y trayectoria (Malo et al. 2006, Humphries et al. 2008,
Tourmente et al. 2011). Sin embargo, no esta claro de qué manera la forma y tamafo
definen la cinética del espermatozoide ya que diversos estudios obtienen resultados
ambiguos (Simmons y Fitzpatrick 2012). Algunos de estos trabajos sugieren que el
volumen de la pieza media, asociado a la cantidad de mitocondrias de la célula, define la
velocidad del espermatozoide (Cardullo y Baltz 1991, Anderson y Dixson 2002). Mientras

que otros investigadores la relacionan con la longitud del espermatozoide y, en concreto,
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con lalongitud total del flagelo y su funcién de propulsar al espermatozoide ya que cuanto
mas largo sea, mas capacidad de batido tendra y aumentara la velocidad ademas de
definir la trayectoria (Gomendio y Roldan 1991, Miller y Pitnick 2002, Turner 2003,
Immler y Birkhead 2007). Otros, relacionan la velocidad con la forma de la cabeza dadas
sus implicaciones hidrodindmicas para minimizar la resistencia al movimiento (Malo et

al. 2006, Gillies et al. 2009).

Muchos de los estudios sobre estas relaciones de morfometria y velocidad se han
realizado a nivel interespecifico (Liipold et al. 2009, Tourmente et al. 2011, Stgstad et al.
2018). A nivel intraespecifico también e*isten relaciones entre morfometria y velocidad
en especies de diversos taxones (Malo et al. 2006, Helfestein et al. 2010), a pesar de que
en muchos estudios no son evidentes (Humphries et al. 2008). Esto puede ser debido a la
menor potencia de las técnicas actuales para detectar la menor variabilidad entre células
de machos de una misma especie (Hook y Fisher 2020) y algunos autores proponen el
analisis de variables morfométricas y cinéticas en la misma célula espermatica
(Fitzpatrick et al. 2010) para encontrar las relaciones que no se ponen en evidencia
cuando los datos de morfometria y cinética proceden de submuestras diferentes. En este
sentido, identificar las subpoblaciones espermaticas que componen el eyaculado y que se
diferencian en las caracteristicas de los espermatozoides que las componen puede ser
una herramienta util para profundizar en las relaciones entre forma y funcién de los

espermatozoides.

1.5 Heterogeneidad del eyaculado v subpoblaciones espermaticas

La heterogeneidad del eyaculado y la existencia de subpoblaciones de
espermatozoides es un hecho demostrado en numerosos trabajos con especies de
diversos taxones (Thurston 2001, Buffone et al 2004, Valle et al 2012). Los
espermatozoides de un mismo eyaculado pueden agruparse en subpoblaciones, segun
sus caracteristicas, en funcion de su morfometria (Maroto-Morales et al. 2012) y cinética
(Abaigar et al. 1999, 2001), asi como otras caracteristicas como el estado del acrosoma
(Pérez-Llano et al. 2003) o la membrana plasmatica (Paasch et al. 2003). La estructura
del eyaculado segun subpoblaciones, es decir, en qué porcentaje esta presente cada

subpoblacidon espermatica en el eyaculado, ha permitido estudiar la variabilidad entre
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eyaculados y entre machos de una misma especie (Maroto-Morales et al. 2012) y, ademas,
relacionar las caracteristicas de cada subpoblacion con su capacidad fecundante (Ramoén
etal 2013), examinar efectos de patologias y cambios en el ambiente y evaluar los efectos
de la criopreservaciéon (Petrunkina y Topfer-Petersen 2000, Nicopoullos et al. 2004,
Ramoén et al. 2014, Yaniz et al. 2015). En general, el estudio a nivel de subpoblaciones
espermaticas permite profundizar en el conocimiento de cdmo las caracteristicas de los
espermatozoides se relacionan con su funcién, ampliar los analisis de calidad seminal
para ser capaces de predecir la fertilidad y optimizar los protocolos empleados en las

biotecnologias reproductivas.

Los métodos asistidos por ordenador en conjunto con métodos estadisticos
multivariantes son de gran utilidad en el andlisis de subpoblaciones gracias a su
capacidad para analizar un gran numero de células individual y objetivamente y
asignarlas a grupos con caracteristicas similares (Holt et al. 2007, Martinez-Pastor et al.
2011, Hook y Fisher 2020). Aunque los métodos asistidos por ordenador comenzaron a
desarrollarse en la década de 1980, no fue hasta comienzos de los 2000 cuando su uso se
extendio6 entre la comunidad cientifica gracias a los avances en las técnicas y algoritmos
informaticas (van der Host et al. 2018). Esta metodologia se ha usado principalmente en
humanos y especies domésticas (Maroto-Morales et al. 2012, Nagy et al. 2015, Santolaria
et al. 2016) pero cada vez mas se aplica al andlisis de calidad seminal de animales
silvestres dado su potencial para conocer la biologia espermatica y sus aplicaciones en
manejo reproductivo y desarrollar técnicas de reproduccién asistida especialmente en

especies amenazadas.

1.6 Factores que inciden en la calidad del semen: Enfermedad renal cronica en

el lince ibérico

La enfermedad renal crénica es una patologia degenerativa, relacionada con la
edad, comun en felinos y bien conocida en el gato doméstico (Felis silvestris catus)
definida como la presencia de anormalidades funcionales o estructurales en uno o ambos

riflones durante un periodo minimo de 3 meses (Polzin 2011).
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En felinos en libertad, la enfermedad renal crénica es una causa de muerte muy
esporadica, previsiblemente porque los animales en libertad no suelen vivir tanto como
los individuos cautivos. En la literatura encontramos tres especies con casos de
enfermedad renal crénica en libertad: el gato patinegro (Felis nigripes) (Terio 2009), el
guepardo (Acinonyx jubatus) (Munson et al. 2005) y el lince ibérico (Lynx pardinus)
(Jimenez et al. 2008). Segun estos ultimos autores, la afeccion en el lince podria tener un

origen inmune, potenciado por la consanguinidad.

La prevalencia de la enfermedad renal crénica es mayor en poblaciones cautivas
de felinos. Segun el estudio de Newkirk et al. (2011) en el que evaluaron 70 individuos
cautivos de 11 especies, el 79% tenian claros signos de enfermedad renal crénica aunque
s6lo en el 16% la causa de la muerte se atribuy6 a la enfermedad lo que indica que
normalmente queda enmascarada por otras patologias relacionadas con la edad (Longley

2011).

La poblacién cautiva de lince ibérico sufrié6 un episodio de enfermedad renal
créonica en 2009 en el que 39 individuos estuvieron afectados. Las causas de la
enfermedad renal crénica pueden ser variadas y, a menudo, no llegan a conocerse (White
et al. 2006). Sin embargo, en este caso se debid a una toxicosis por exceso de vitamina D
debido a un fabricacién posiblemente errénea de un suplemento vitaminico, que contenia
30 veces mas vitamina D3 de la que debia (Martinez et al. 2013a). Desde este episodio no

han vuelto a aparecer casos de la enfermedad en la poblacién cautiva de lince ibérico.

Los individuos afectados se clasificaron seguin la gravedad de la enfermedad (tabla
1.1). Los efectos de la enfermedad renal por intoxicacién con vitamina D en el lince ibérico
se han estudiado en Lopez et al. (2016), centrandose en las caracteristicas bioquimicas y
patoldgicas, siendo el inico trabajo sobre el tema en una especie silvestre. La intoxicacion
con vitamina D se ha documentado en gatos domésticos (Sato et al. 1993, Morita et al.
1995, Whener et al. 2013) pero en ninguno de los estudios se ha valorado la calidad

seminal de los individuos afectados.
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Tabla 1.1 Fases de la enfermedad renal crénica en el lince ibérico y criterio diagndstico. Modificado
de Grupo de manejo sanitario del lince ibérico (2014).

Fase Creatinina sérica Densidad urinaria  Diagnoéstico por imagen
Sano <2.5mg/dl > 1035 Normal
I <2.5mg/dl <1035 Alterado
11 2.5-4,5mg/dl <1035 Alterado
I11 >4,5mg/dl <1035 Alterado

El trabajo de esta tesis doctoral se enfoca a comprender la biologia reproductiva y
espermatica de cuatro especies de mamiferos amenazados con el fin de aplicar los
conocimientos obtenidos al desarrollo de técnicas de reproduccion asistida y al
desarrollo de métodos que permitan valorar la calidad seminal y estimar la capacidad

reproductiva de los individuos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar la biologia espermatica de especies amenazadas y mejorar métodos de
conservacion de espermatozoides con el fin de emplearlos en técnicas de reproduccion

asistida y manejo genético en programas de conservacion.

Objetivos especificos:

1. Analizar parametros seminales de especies amenazadas de gacelas y de lince ibérico

en programas de cria en cautividad.

2. Describir la morfometria y la cinética espermaticas en tres especies de gacela y lince

ibérico.

3. Identificar subpoblaciones espermaticas en funcién de caracteristicas morfométricas

y cinéticas en el eyaculado de tres especies de gacelas y del lince ibérico.

4. Examinar las posibles relaciones entre los parametros morfométricos y los
descriptores de cinética de los espermatozoides de tres especies de gacela y del lince

ibérico.

5. Evaluar el efecto de la consanguinidad sobre la calidad seminal y las caracteristicas

morfométricas y cinéticas de los espermatozoides de tres especies de gacelas.
6. Evaluar el efecto del estrés genético y la heterosis en la calidad seminal de

poblaciones de lince ibérico analizando la influencia de la variabilidad genética en

parametros espermaticos y la fertilidad masculina.
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Caracterizar los efectos de estrés por hipervitaminosis causante de enfermedad renal

cronica en parametros espermaticos del lince ibérico.

Desarrollar métodos para conservar espermatozoides de lince ibérico en

refrigeracion para su uso en transporte e inseminacién artificial.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Animales
3.1.1 Gacelas

Las muestras de semen de tres especies de gacelas, Gazella cuvieri (Ogilby 1841),
Nanger dama mhorr (Pallas 1766) y Gazella dorcas neglecta (Linnaeus 1758), proceden
de animales alojados en el Parque de Rescate de Fauna Sahariana (PRFS), en las
instalaciones de la finca experimental La Hoya perteneciente a la Estacion Experimental
de Zonas Aridas (EEZA) (CSIC) en Almeria. Estos animales forman parte del programa de
conservacion ex situ que coordina la EEZA desde la década de 1970. El andlisis de calidad
seminal se realizé con muestras obtenidas de 18 gacelas de Cuvier, 28 gacelas damay 27
gacelas dorcas en un periodo que va desde 1997 a 2003. Las muestras se tomaron en

otofio y primavera, época de reproduccién habitual de estas especies en cautividad.

De cada animal se obtuvieron datos fenotipicos. El peso corporal se obtuvo antes
de la anestesia. Las medidas corporales se obtuvieron una vez anestesiados y antes de la
electroeyaculacion. Se midieron dimensiones de los testiculos, largo y ancho, a partir de
las cuales de calculé el volumen y peso de los testiculos segiin Harcourt (1995). Para cada
testiculo, se calculé:

Volumen (mm3) =4/311x L/2 x A1/2 x A2/2, donde L es la longitud y A1y A2 son

las dos anchuras del elipsoide.

Peso (g) = volumen (cm?) x 1,1 (g/cm?3), siendo 1,1 g/cm3 la densidad del tejido

testicular.

El peso relativo de los testiculos se calcul6 como la proporcién entre peso de

ambos testiculos y el peso total del animal.
3.1.2 Lince ibérico

Las muestras de esperma proceden de machos de lince ibérico (Lynx pardinus,

Temminck 1987) integrantes del Programa de Conservacién Ex Situ, a excepcion de 5
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machos en libertad procedentes de la poblacién de Dofiana. Los animales en cautividad
se encontraban en los cinco centros de cria del programa de conservacidn, ‘El Acebuche’
(Parque Nacional de Dofiana, Huelva), ‘La Olivilla’ (La Aliseda, Jaén), Zoobotanico Jerez’
(Jerez de la Frontera, Cadiz), ‘Granadilla’ (Zarza de Granadilla, Caceres) y el Centro
Nacional de Reproducdo do Lince Ibérico (Silves, Portugal). En los cinco centros los
animales se alojan individualmente en recintos naturalizados que permiten el contacto
sensorial con sus congéneres. Durante la temporada de cria se emparejan machos y
hembras de acuerdo al plan de reproducciéon del programa de conservacién. La
temporada reproductiva tiene lugar de diciembre a febrero con un pico de actividad
copulatoria en enero. La obtencidon de semen se realizé en el marco de los chequeos
previos a la época reproductora, entre finales de noviembre y principios de diciembre de

las temporadas 2005, 2006, 2007, 2008, 2010, 2013, 2014 y 2016.

La poblacién de lince ibérico se redujo drasticamente a finales del siglo pasado
hasta el extremo de inicamente 94 animales estimados en el censo de 2002 entre Espaia
y Portugal (Guzman et al. 2002). Estos individuos se encontraban repartidos en dos
poblaciones genéticamente diferenciadas (Johnson et al. 2004, Godoy et al. 2009), Sierra
Morena y Doflana, que permanecieron aisladas hasta la implementacién del Programa de
Conservacion Ex Situ en 2003 y las primeras translocaciones entre poblaciones libres en
2007.Como resultado del manejo genético del programa de cria, las poblaciones de Sierra
Morena y Dofiana se cruzaron en cautividad dando lugar a individuos hibridos que

componen la “poblacién” hibrida de este trabajo.

El andlisis de la calidad seminal se realizé con muestras obtenidas de un total de
45 machos desde 2005 a 2016, distribuidos por poblaciones de la siguiente manera: 25
machos de Sierra Morena, 8 machos de Dofiana y 12 machos hibridos. 40 animales en
cautividad y 5 de vida libre. De acuerdo con Gafian et al. (2010) no hay diferencias en la

calidad seminal de linces cautivos y de vida libre.

Se tomaron peso y medidas corporales de todos los animales, una vez anestesiados
y previamente a la electroeyaculacidn, incluyendo longitud de cabeza, cuerpo y cola,
longitud de tarso, altura de la cruz, perimetro toracico y peso corporal. Asi como

dimensiones de los testiculos (ancho y largo) y una medida subjetiva de la firmeza (1,
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menor firmeza; 2, intermedia; 3 mayor firmeza) como estimacién de posible produccion
testicular. A partir de las dimensiones de los testiculos se calcul6 su volumen y peso segiin
Harcourt (1995). Para cada testiculo, se calcul6:

Volumen (mm?3) = longitud (mm) x ancho? (mm) x 0,524

Peso (g) = volumen (cm3) x 1,1 (g/cm3), siendo 1,1 la densidad del tejido testicular.

El peso relativo de los testiculos se calculé como la proporcién entre peso de

ambos testiculos y el peso total del animal.

El manejo de animales, tanto gacelas como linces, y procedimientos asociados se
realizaron de acuerdo a lalegislacién vigente del momento: Real Decreto 1201/2005 que
sigue la Directiva europea 2003/65/EC y su posterior modificaciéon en el Real Decreto
53/2013 conforme a la Directiva europea 2010/63. Los estudios realizados fueron parte
del monitoreo reproductivo de los animales del programa de cria en cautividad y fueron
aprobados por el Comité de Conservacion Ex Situ del Lince Ibérico, el Ministerio de Medio
Ambiente, la Junta de Andalucia y el Centro Nacional de Reproduc¢do do Lince Ibérico,

Instituto da Conservaca da Natureza e das Forestas, Portugal.

3.2 Obtencion de semen

3.2.1 Gacelas

El semen fue obtenido por electroeyaculacién bajo anestesia general. Para la
anestesia se us6 una combinaciéon de xilacina intramuscular (0,2 mg/kg) (Bayer,
Barcelona) e hidrocloruro de ketamina intravenosa (15 mg/kg) (Rhéne Merieux, Lyon).
Una vez terminada la electroeyaculacidn, los efectos de la anestesia se revirtieron con
hidrocloruro de yohimbina (0,025 mg/kg) (suministrado por C. Gimjaune, Hospital 14,
Barcelona) (Garde et al. 2003).

Para la electroeyaculacion se utiliz6 un estimulador de corriente alterna 220 V, 60
Hz, acoplado a un transformador para un maximo de 55 Vy 1.5 A (P.T. Electronics, Boring,
OR, USA) y sondas de tamafio adaptado a cada una de las especies de gacela (figura 3.1),
con tres electrodos longitudinales en la superficie de la sonda. En Gazella cuvieri se utilizé

la sonda n? 6 de 29,5 cm de longitud, 2,7 cm de diametro y electrodos de 5,8 cm de
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longitud. En la especie Nanger dama se utiliz6 la sonda n? 7 de 35,0 cm de longitud, 3,2
cm de didametro y electrodos de 6,6 cm. En Gazella dorcas se utiliz6 la sondan? 5 de 27,7

cm de largo, 2,0 cm de diametro y electrodos de 5,0 cm.

Figura 3.1 Estimulador de corriente alterna (izquierda) y sondas de diferentes tamaiios (derecha).
Sondas utilizadas en gacelas: numeros 5, 6, 7. Sondas utilizadas en lince ibérico: nimero 3, 3,5, 4.

La sonda se introdujo por el recto con los electrodos orientados ventralmente y se
aplicaron los estimulos eléctricos en series de impulsos de 5 segundos, 4 pulsos por serie.
Las series de estimulos comenzaron con 1 V y el voltaje fue aumentando 1 V en cada serie
hastalos3VenG. dorcasy G. cuvieriy 4V en N. dama. A partir de este voltaje, los estimulos
fueron aumentando en 0,5 V. El tiempo de estimulacién para todos los machos fue de 7

minutos.

El semen obtenido se recogié en contenedores de plastico estériles mantenidos a
temperatura corporal y posteriormente se conservo a 30 °C en bafilo maria hasta terminar
la electroeyaculacion de hasta 4 machos y proceder a la evaluacién y procesado de las
muestras. El volumen del semen, la concentracién espermatica y la motilidad se
evaluaron en el momento. El resto del semen se diluy6 en medio PBS con 5 mg/ml de
albumina sérica bovina para analizar los demds parametros tal y como se describe en el

apartado 3.3.
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3.2.2 Lince ibérico

El semen se obtuvo mediante electroeyaculacion realizada bajo anestesia general
con ketamina (5 mg/kg)(Imalgene 1000, Merial, Lyon, Francia) mezclada con
medetomidina (50 pg/kg) (Domptor, Orion Pharma, Spoo, Finlandia). Los efectos de la
medetomidina se revirtieron mediante la inyeccion de atipamezol (250 pg/kg)
(Antisedan, Pfizer, Madrid, Espafia). Ocasionalmente, fue necesario reforzar la anestesia
con isoflurano lo que podia ocasionar relajacién de esfinteres y contaminacién de la
muestra seminal con orina. En las raras ocasiones en las que se encontr6 orina, se

descarté la submuestra.

Figura 3.2 Radiografia de lince ibérico con sonda en tracto rectal. Macho Galeno en el C.C.L.I. Granadilla,

2016.

La electroeyaculacion se llevé a cabo de acuerdo al protocolo descrito por Howard
(1993). Se utilizaron sondas rectales de 17,90 cm de longitud y diametro de 1,35 cm (P.T.
Electronics, Boring, USA) con tres electrodos longitudinales de 3,57 cm cada uno.
Ocasionalmente, se usaron sondas de tamafio ligeramente mayor (figura 3.1). La sonda
se acoplo al estimulador descrito en el apartado 3.2.1 y se introdujo por el recto del
animal hasta la altura de la prostata y glandulas bulbouretrales, con los electrodos

orientados ventralmente (figura 3.2). Los pulsos eléctricos estimulan nervios simpaticos
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y parasimpaticos que provocan la contraccion de la musculatura lisa que recubre
prostata, glandulas bulbouretrales y conductos deferentes y los musculos
isquiocavernoso, bulbo esponjoso y uretral que finalmente provocan la ereccién del pene
y la eyaculacion.

Los estimulos eléctricos se aplicaron en 4 series con voltaje creciente. En cada
serie se aplican 10 estimulos de cada voltaje:

Serie 1: 2, 3,4V
Serie 2: 3,4,5V
Serie 3: 4,5V
Serie 4: 4,5V

El semen eyaculado en cada serie se recogioé en contenedores de polipropileno
estériles mantenidos a temperatura corporal. Inmediatamente tras la obtenciéon del
semen se midi6 el pH con tiras reactivas para descartar contaminacién por orina y se
midi6 el volumen del eyaculado. De cada serie se tomaron 5 pl para evaluar el porcentaje
de espermatozoides motiles y la calidad del movimiento (ver apartado 3.3). El semen de
cada serie se diluyé en proporcién 1:1 en medio Ham’s F10 con suero fetal bovino y se
mantuvieron a temperatura ambiente. Posteriormente, se unificaron las fracciones con
similar calidad en un unico pool. De este pool se tomaron muestras para evaluar los

parametros seminales como se describe en el apartado 3.3.

El medio Ham’s F10 se utiliz6 tamponado con HEPES (20mM) (Irvine Scientific,
EEUU). Este medio se suplement6 para una concentracion final de 1 mM L-glutamina, 1
mM piruvato (Sigma-Aldrich/Merck, Alemania). Ademas, se suplementé con antibiéticos:
10 pg/ml sulfato de gentamicina., 130 IU/ml de penicilina G, 130 pg estreptomicina/ml,
260 pg neomicina/ml (Sigma-Aldrich/Merck, Alemania) y 5% de suero fetal bovino

inactivado (Gibco Invitrogen, Barcelona, Espana).

3.3  Analisis de parametros seminales
La evaluacion de semen realizada para todas las especies de este trabajo incluy6

medidas para los siguientes parametros: volumen del eyaculado, concentracion

espermatica, numero total de espermatozoides, porcentaje de espermatozoides motiles
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en el eyaculado, calidad del movimiento, normalidad morfolégica de los espermatozoides
e integridad acrosémica.

Los métodos son generales para las tres especies de gacelas y lince ibérico pero
existen ligeras modificaciones segin la especie. Estas modificaciones se sefialan en el
texto. Todo el material utilizado que entré en contacto con el semen (puntas de pipeta,

portaobjetos, cubreobjetos, tubos) se mantuvo previamente atemperado.

3.3.1 Volumen seminal, concentracion espermatica y numero total de

espermatozoides

El volumen del eyaculado se midié aspirando cuidadosamente el semen con una

micropipeta en el momento de la obtencidn.

Para evaluar la concentraciéon espermadtica se realiz6 un recuento de
espermatozoides en cAmara de Neubauer (hemocitémetro) al microscopio. En el caso de
las gacelas, esta evaluacion se realizé durante la sesion de electroeyaculacién, poco
después de la obtencién del esperma, tomando 5 pl de muestra diluidos en 1 ml de agua
miliQ. En el lince ibérico, la concentracion espermatica se estimé con posterioridad y,
para ello, se fij6 una alicuota de 5 ul de semen (diluido en medio Ham’s F10) en 45 ul de
paraformaldehido 4% en un microtubo (0,5 ml) de poliestireno. La composicién de este
fijador es: 7,81 g de Na,HPO4 anhidro (110 mM), 0,172 g de NaH2P04.H20 (2,5 mM)y 2 g

de paraformaldehido en 500 ml de agua miliQ.

El nimero total de espermatozoides en el eyaculado se calcul6 a partir de la

concentracion de espermatozoides y el volumen de semen obtenido.
3.3.2 Espermatozoides motiles y calidad del movimiento

Inmediatamente después de la electroeyaculacion, la muestra de semen se diluyo
pararealizar evaluaciones adicionales. En gacelas, el semen se diluyé en solucion PBS con

albimina sérica bovina (5 mg/ ml) y en linces se utiliz6 medio Ham'’s F10 modificado con

suero fetal bovino (composicion descrita en el apartado 3.2.2).
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De esta suspensidon espermatica se coloc6é una alicuota de 5 pl entre porta y
cubreobjetos de 22x22 mm para observar la motilidad de los espermatozoides de la
muestra a microscopio mediante 6ptica de contraste de fases. Se utilizé una pletina
calefactada a 37 °C que se dispuso sobre la platina del microscopio y sobre la que se
colocé el portaobjetos. El uso de la pletina calefactada evita que los espermatozoides

sufran shock térmico.

Se realiz6 subjetivamente valoracion del porcentaje de espermatozoides motiles y
de la calidad de la motilidad en una escala de 0 a 5 propuesta por Howard (1992) donde
0 indica ausencia de movimiento; 1, movimiento muy ligero sin progresion; 2,
movimiento lateral moderado con avance lento y ocasional; 3, movimiento lateral y
progresion constante aunque lenta; 4, avance constante y progresivo hacia delante; 5,
avance rapido y constante. Estos parametros subjetivos se cuantificaron por dos o tres

observadores experimentados, tomando como valor el promedio de sus observaciones.

Se utilizé un indice de motilidad espermatica (SMI) para integrar los valores de

motilidad de acuerdo a la siguiente férmula (Howard 1992):
SMI = [% Espermatozoides Motiles + (Calidad movimiento x 20)]/ 2
3.3.3 Morfologia espermatica
La morfologia espermdtica se evalu6 en preparaciones de espermatozoides
tefiidos con Eosina-Nigrosina/Giemsa en gacelas ((Tamuli y Watson 1994, Cassinello et

al. 1998) y azul de Coomasie en lince ibérico (Larson y Miller 1999, Gafian et al. 2009a,b).

Tincion Eosina-Nigrosina/Giemsa

El proceso de tincidon se realizd mezclando primero 5 ul de la suspension
espermatica con 10 pl de solucion eosina-nigrosina sobre el extremo de un portaobjetos
precalentado a 37 °C. Transcurridos 30 segundos se realiz6 un frotis de la preparacion
sobre el portaobjetos y se dejo secar al aire. Una vez secos, los frotis se fijaron con

formaldehido 10% en tampo6n fosfato, se tifieron con Giemsa y se montaron
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permanentemente con un cubreobjetos de 40x60 mm y DPX (medio de montaje para

microscopia con xileno y dibutil ftalato; VWR).

Tincién azul de Coomasie

La muestra para evaluar la morfologia espermatica del lince ibérico se tomo del
pool inicial diluido en Ham'’s F10. Se fijaron 10 pul de esta suspension espermatica en 250
pl de paraformaldehido 4%. La alicuota se conservé a 4 °C hasta su procesado. Para
realizar la tincion, la muestra fijada se centrifugdé a 5.000 rpm durante 8 minutos, se
resuspendié el pellet en 0,5 ml de acetato de amonio 0,1 M y se volvi6 a centrifugar a
5.000 rpm, 8 minutos. Este paso de lavado con acetato de amonio se vuelve a repetir en
las mismas condiciones de centrifugacion. Se eliminé el sobrenadante dejando 30-50 pl
con el que resuspender el pellet cuidadosamente. Unos 20 pl de esta suspension
espermatica se extendieron en un portaobjetos con ayuda de un cubre de 22x22 mm y se

dejo secar al aire. El frotis se realizé por duplicado.

Una vez seco, el frotis se tino con 45 ul de solucion colorante Azul de Coomasie
(0,22 g de colorante diluidos en solucién compuesta de 50 ml de metanol, 10 ml de acido
acético glacial y 40 ml de agua miliQ) dejando la tincién a temperatura ambiente durante
un maximo de 90 segundos. A continuacién, se elimind el colorante lavando con agua
miliQ y se dej6 secar al aire. Finalmente, el frotis se mont6 permanentemente con un

cubreobjetos de 40x60 mm y DPX.

Para cada especie, se evaluaron 100 espermatozoides en 6ptica de campo claro
con objetivo de 40x o 100x y se clasificaron las células como normales o con
anormalidades en cabeza (macrocefalia, microcefalia, bicefalia), pieza media (anormal o
doblada) o resto del flagelo (anormal, doblado, roto) (figuras 3.3 y 3.4). Aparte, se
registraron presencia de cabezas sueltas y espermatozoides en ovillo, estos tultimos como

indicador de un posible choque térmico.
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A)

B)

C)

Figura 3.3 Morfologia de espermatozoides de gacelas. A) Morfoanomalias de la cabeza. B) Morfoanomalias
de la pieza media. C) Morfoanomalias de la pieza principal. De izquierda a derecha: G. cuvieri, N. dama, G.
dorcas.
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Figura 3.4 Morfologia y estado del acrosoma de espermatozoides de lince ibérico. Células tefiidas con azul
brillante de Coomassie y examinadas en campo claro. Morfologia: (1) normal, (2) pieza media anormal, (3)
pieza media doblada, (4) pieza principal doblada, (5) flagelo enrollado. Acrosoma: IN, intacto, normal; IA,
intacto anormal; D, dafiado; M, perdido. Tomado de Gafian et al. (2010).

3.3.4 Integridad acrosémica

Los mismos frotis tefiidos para evaluar las morfoanomalias de gacelas y lince
ibérico se emplearon para examinar la integridad acrosémica del espermatozoide. Se
examinaron 100 espermatozoides en cada frotis (2 frotis por muestra) en contraste de

fases con objetivo 100x.

Los espermatozoides de las tres especies de gacela se clasificaron segun la
integridad del acrosoma como células con acrosomas normales (NAR, normal apical
ridge), acrosomas dafados (DAR, damaged apical ridge) y acrosomas perdidos (MAR,

missing apical ridge) (Cassinello et al. 1998) (figura 3.5).

La integridad del acrosoma de espermatozoides de lince ibérico se valord de
acuerdo al método propuesto por Pukazhenti et al. (2006b) para otras especies de felinos.
Segun este método los espermatozoides se clasifican en células con acrosoma intacto

normal, acrosoma intacto anormal, acrosoma dafiado o acrosoma perdido (figura 3.4):

Acrosoma intacto normal: la regidon acrosdmica aparece tefiida uniformemente y

el resto de la cabeza aparece sin tefiir.
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Acrosoma intacto anormal: regién acrosémica tefiida uniformemente pero con

una zona mas oscura en la parte apical de la cabeza.

Acrosoma dafiado: regién acrosémica tefiida de forma desigual, con zonas tefiidas
con distinta intensidad o sin tefiir.

Acrosoma perdido: regién acrosémica sin tefiir. En estos casos se suele observar

una linea mas intensa en la regién media de la cabeza del espermatozoide.

Acrosoma Intacto Acrosoma Dafado  Acrosoma Perdido

(NAR) (DAR) (MAR)

 §

¥

|\

Gazella cuvieri

¥

Nanger dama

Gazella dorcas

Figura 3.5 Integridad del acrosomas de tres especies de gacela: G. cuvieri, N. dama y G. dorcas. Células
tefiidas con Eosina/Nigrosina y Giemsa y examinadas en campo claro. Primera columna de imagenes, células
con acrosoma intacto (NAR imagenes, células con acrosoma dafiado (DAR); tercera columna de imagenes,
células sin acrosoma (MAR).

Se utiliz6 un indice de motilidad-calidad-integridad acrosémica (MQA) para
integrar los valores de motilidad (porcentaje de espermatozoides motiles y calidad del
movimiento) e integridad del acrosoma (porcentaje de espermatozoides con acrosoma
intacto) de acuerdo a la siguiente féormula:

MQA = [% Espermatozoides Motiles + (Calidad x 20) + % Acrosomas Intactos] / 3
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3.4 Morfometria espermatica

La morfometria de los espermatozoides de gacelas y lince se definié6 mediante
dimensiones lineales de cabeza, pieza media y flagelo (figura 3.6, tabla 3.1.). Ademas, se

calcularon proporciones y parametros derivados de dimensiones lineales (tabla 3.2).

A) B) 0)

LC LC

s

-

\ x

D)

c>r '
E)
LT = LC + LPM + LPP + LPT
AC
Y e Tt A I
LPM LPP LPT
LF = LPM + LPP + LPT

Figura 3.6 Dimensiones de los componentes celulares de los espermatozoides. (A) Medidas de cabeza
de Gazella cuvieri, (B) medidas de cabeza de Nanger dama, (C) medidas de cabeza de Gazella dorcas, (D)
espermatozoide de lince ibérico, (E) medidas de los componentes del espermatozoide de lince ibérico,
medidas del flagelo comunes para linces y gacelas.
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Tabla 3.1 Medidas lineales de los componentes del espermatozoide.

Medidas lineales del espermatozoide

Longitud de cabeza (um)

Anchura de cabeza (um)

Longitud de pieza media (um)

Longitud de pieza principal + pieza terminal (um)
Longitud de flagelo (um)

Longitud total (um)

Tabla 3.2 Proporciones y porcentajes derivados de las medidas lineales de los componentes del
espermatozoide.

Relaciones entre componentes del espermatozoide

Elipticidad: LC/AC

Elongacion: (LC - AC)/(LC - AC)
LPM / LPP+PT

LPM /LF

LC/LF

% Cabeza sobre LT

% PM sobre LT

% PP + PT sobre LT

% PM sobre LF

% PP+PT sobre LF

Los frotis tefiidos se examinaron con objetivo 100x en campo claro. De cada
muestra se tomaron fotografias de 25 espermatozoides mediante una cdmara (DS5,
Nikon, Jap6n) conectada al microscopio. Para la captura de imagenes se utiliz6 el
programa NIS elements v3.0 (Nikon, Japdn). Las medidas lineales (figura 3.6, tabla 3.1)
se tomaron sobre las imagenes digitalizadas utilizando el programa Image] v1.41 (NIH,

Bethesda, EEUU).
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3.5 Cinética espermatica

3.5.1 Gacelas

La cinética de los espermatozoides de las tres especies de gacela se analizd
utilizando el Hobson Sperm Tracker (figura 3.7) (Hobson Tracking System, Sheffield,
Gran Bretafia). El método consistié en examinar la muestra de suspension espermatica y
adquirir una imagen empleando un objetivo de contraste de fase negativo (Holt y Palomo
1996). La temperatura de la muestra se mantuvo constante a 37 °C utilizando una platina
térmica. Se examinaron 4 machos de gacela de Cuvier, 14 de gacela damay 11 de gacela
dorcas. Se colocaron 5 ul de suspensiéon espermatica en camaras de 30 um de
profundidad (Holt y Palomo 1996). De cada muestra se registraron 3 minutos en una
videograbadora VHS asociada a un microscopio Olympus BH2 (Tokio, Japén) con
contraste de fase y objetivo 10x. Estas grabaciones se examinaron utilizando el Hobson
Sperm Tracker (HST) que estima los parametros de cinética espermatica de cada
espermatozoide de manera individual. Los ajustes del programa y equipos accesorios se
realizaron seguin Holt et al. (1996) y Abaigar et al. (1999). Brevemente, se estableci6 un

radio de busqueda de 5,9 um, un minimo de 50 fotogramas por track y 25 Hz de

frecuencia.
3
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Figura 3.7 Esquema del sistema de analisis espermatico asistido por ordenador (CASA) Hobson
Tracking System.
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3.5.2 Lince ibérico

La cinética de los espermatozoides de lince ibérico se analizé mediante el software
Sperm Class Analyzer (SCA, v. 6.0, Microptic, Barcelona, Spain). Las muestras analizadas

se obtuvieron de 14 machos alojados en los CCLI “El Acebuche”, “La Olivilla” y “Silves”.

Se colocaron 6 pl de la suspension espermatica en una camara Leja (Standard
Count 2 Chamber Slide 20-micron, Leja, Nieuw-Vennep, Paises Bajos) que se atemperd
previamente a 37 °C gracias a una pletina térmica asociada al microscopio. Se tomaron
videos de 6 campos distintos por muestra con el programa SCA v.5.0, objetivo 40x y
empleando una camara de video asociada al microscopio (Basler AG, Ahrensburg,
Alemania). Los campos se eligieron al azar y contenian en total un minimo de 150
espermatozoides. El programa SCA se utilizé para hacer capturas a 50 cuadros por
segundo y se configur6é para un rango de tamafo de particulas entre 3 y 250 um, una
conectividad de 18, contraste de 450 y brillo de 30. El mismo programa SCA se utiliz6

para capturar los videos y analizar la natacion de los espermatozoides.

Previamente al andlisis de las trayectorias tanto en el SCA como en el Hobson
Tracking System, se eliminaron manualmente posibles trayectorias que el programa haya
identificado y no se correspondan con espermatozoides, como aquellas trayectorias
correspondientes a células a la deriva. Para ello, se eliminaron las entradas con valores
de VCL < 20(um/s) y VAP > VCL (Holt y Palomo 1996). La cinética espermatica se defini6
a partir de parametros descriptores de la velocidad y la trayectoria del espermatozoide

(tabla 3.3, figura 3.8).
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Tabla 3.3 Descriptores de cinética espermatica

DESCRIPTORES DE CINETICA ESPERMATICA

VELOCIDAD
VCL: velocidad curvilinea (um/s)
VAP: velocidad promedio de la trayectoria (um/s)
VSL: velocidad rectilinea (um/s)
TRAYECTORIA
LIN: Linealidad (%)=VSL/VCLx100
STR: rectitud (%)=VSL/VAPx100
WOB: Coeficiente de Wobble: tambaleo (%)= VCL/VAPx100
ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (um/s)

BCF: frecuencia de cruce de batido del flagelo (Hz)

VAP
BCF

ALH

VCL

VSL

Figura 3.8 Representacion del movimiento espermatico y los parametros que lo describen. VCL,
velocidad curvilinea; VSL, velocidad rectilinea; VAP, velocidad promedio de la trayectoria; BCF, frecuencia
de batido del flagelo; ALH, amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza. Tomado de Sloter et al. (2006).
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3.6 Variabilidad genética: coeficiente de consanguinidad y heterocigosidad

multilocus estandar

3.6.1 Gacelas

Los coeficientes de consanguinidad de los machos de las tres especies de gacela
se calcularon a partir de las genealogias construidas usando la informacién de los
registros genealdgicos (Barbosa y Espeso 2005, Abaigar y Cano 2005, Espeso y Moreno
2006) para las poblaciones cautivas en el PRFS de cada una de las tres especie. Se utilizé
el algoritmo de Stevens-Boyce (Boyce 1983) del programa PEDSYS (Southwest

Foundation for Biomedical Research, San Antonio, TX).

Los andlisis de genealogias realizados consideran una poblacién de partida, los
fundadores, que no estan relacionados, y no son consanguineos, y todos los calculos
posteriores de relaciones genéticas determinan ancestros comunes hasta este grupo de

fundadores (Lacy 1995).

3.6.2 Lince ibérico

La variabilidad genética individual del lince ibérico se estim6 mediante la
heterocigosidad multilocus estandar calculada como la proporcién de loci analizados que
son heterocigotos para el individuo (sMLH), dividido por la heterocigosis media de los
loci analizados (Coltman et al. 1998). Se evaluaron 36 microsatélites en todos los machos
de lince ibérico de este estudio segin se describe en Ruiz-Loépez et al. (2012). Estos
parametros fueron calculados para cada individuo usando el Macro de Excel

“IRmacroN4” (W. Amos; https://www.zoo.cam.ac.uk/directory/william-amos)

3.7 Exito reproductivo v fertilidad en lince ibérico

Todos los centros de cria del Programa de Conservacidon Ex Situ del lince ibérico
monitorizan los eventos reproductivos en cada temporada de cria mediante un sistema

de video vigilancia (Vargas et al. 2008) que utilizan para recabar informacion sobre el
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comportamiento de la especie, como pueden ser el nimero de copulas en un

emparejamiento o la atenciéon materna a las crias.

Esta informacion se analiz6 a partir de los registros de las temporadas
reproductoras desde 2005 hasta 2016 para un total de 46 machos repartidos entre
aquellos originarios de Sierra Morena (30 animales), de Dofiana (3 animales) y el grupo

de individuos hibridos (13 animales).

El éxito reproductivo se definié de acuerdo a los siguientes parametros para cada
macho: nimero de cépulas por hembra, porcentaje de hembras prefiadas (porcentaje de
prefiez), tamafio de camada (nidmero de cachorros por hembra) y supervivencia de los
cachorros en el destete (porcentaje de supervivencia) alrededor de los tres meses de vida
(Fernadndez et al. 2002). Ademads, se calculé el sex ratio como la proporcién de

descendientes machos frente a hembras.

Para el mismo periodo (2005-2016) se examinaron los resultados de fertilidad de
30 machos en relacion a sus caracteristicas seminales aproximadamente un mes antes de
la temporada reproductora. En este andlisis sélo se incluyeron emparejamientos de
machos y hembras mayores de 3 afios de edad. En las ocasiones en que un mismo macho
se apared con dos hembras en una temporada de cria, s6lo se consideré el primer

emparejamiento.

3.8 Conservacion de semen de lince mediante refrigeracion

Los espermatozoides se sometieron a nueve tratamientos en los que se incubaron
a tres temperaturas y en tres medios para evaluar su supervivencia en condiciones de
refrigeracion. Las muestras de semen se obtuvieron mediante electroeyaculacion de 6
machos ibérico alojados en los CCLI “El Acebuche” y “Granadilla” durante los chequeos
reproductivos previos a la temporada de cria en noviembre de 2016 (Grupo asesor de

manejo en cautividad del lince ibérico 2016).

Los medios examinados son los diluyentes Ham’s F10 y TEST, usados

tradicionalmente con espermatozoides de felinos y evaluados en semen de lince rojo e
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ibérico en trabajos previos (Gafian et al. 2009a, 2009Db). Este ultimo fue examinado tanto
en version sin glicerol (TEST 0%) y con glicerol (TEST 4%). Cada uno de los medios se

mantuvo a diferentes temperaturas: 5 °C, 15 °Cy 22 °C.

La composiciéon del medio Ham'’s F10 se describe en el apartado 3.2.2. El medio
TEST contiene un 4,83% de Tes, 1,15% de Tris (ambos de Sigma-Aldrich/Merck,
Alemania), 0,4% de glucosa (BDH/VWR, EEUU), 200 [U/ml de penicilina G, 200 ug/ml de
estreptomicina y 20% de yema de huevo. El medio TEST 4% ademas contiene 4% de

glicerol (Merck, Alemania).

Las muestras seminales obtenidas mediante electroeyaculacién tal y como se
describe en el apartado 2.2. se centrifugaron a 300 g durante 8 minutos. La muestra
lavada se dividié en tres alicuotas a las que se afiadié el medio correspondiente hasta
obtener un volumen de 300 pl. A su vez, estas alicuotas se dividieron en tres de 100 pl
cada una y se mantuvieron a 22 °C, 15 °C o 5 °C en neveras controladas con sonda de
temperatura. La refrigeracién de las muestras a 5 °C se realizé en un bloque seco
programable con caja adaptada para tubos (ThermoStat Plus 5352 y Combibox,

Eppendorf, Hamburgo, Alemania) (figura 3.9) en el que se controlé el ritmo de

refrigeracion de 22 °Ca 5 °C arazoén de -0,12°C/min. (Gafian et al. 2009a).

Figura 3.9 ThermoStat Plus con camara Combibox (Eppendorf). A) ThermoStat en la parte izquierda
de la imagen. B) Vista de la cAmara abierta mostrando criotubos y sonda para el control de temperatura.

Debido al limitado nimero total de espermatozoides obtenido en las muestras, se

priorizaron determinados tratamientos en los casos en que el ndmero de
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espermatozoides no fue suficiente para todos. S6lo en uno de los cinco animales se pudo
tomar muestras para todos los tratamientos; en los demas casos se elimino el tratamiento

en medio Ham’s F10a 15°Cya5 °C.

La supervivencia de los espermatozoides se evalu6 mediante los parametros de
motilidad espermatica, esto es, porcentaje de espermatozoides motiles, calidad de la
motilidad e indice de motilidad espermatica segin el procedimiento descrito en el
apartado 2.3. Las medidas de motilidad se tomaron en diferentes momentos del
experimento: en el semen eyaculado (T0), tras la adicién de los medios (T1) y tras la
refrigeracién, momento en el que se alcanza la temperatura de interés (T2). Una vez
alcanzada la temperatura objetivo se tomaron medidas de motilidad a las 3, 6, 9 y 24

horas (T2+3, T2+6, T2+9, T2+24, respectivamente).

3.9 Andlisis estadisticos

3.9.1 Analisis descriptivos

Los resultados se presentan como medias * error estdndar de la media. Los
analisis se realizaron con SPSS v24 (IBM Corporation, Somers, NY, USA) y se considerd

significacidn estadistica con valores de p<0,05.

La comparacién entre rasgos fenotipicos y seminales entre especies de gacelas o
entre grupos de linces ibéricos (poblaciones e hibridos; sanos y enfermos) se realizé
mediante ANOVA de un factor seguido del test post hoc de Tukey o de Games-Howell en
funcién de igualdad o no de varianzas. En los casos en que las variables no seguian una
distribucién normal, se aplicé el test no paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido de
comparaciones dos a dos con el test U Mann-Whitney. La comparacion de parametros
morfométricos y cinéticos de los linces de la poblacidon de Sierra Morena y el grupo de
linces hibridos se realizé mediante el test de la t de Student. Los supuesto de normalidad
y homocedasticidad se exploraron con los test de Shapiro-Wilk y de Levene,

respectivamente.
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Las relaciones entre variables morfométricas y cinéticas, las relaciones entre
porcentaje de subpoblaciones y coeficiente de consanguinidad o heterocigosidad
multilocus estadndar, asi como las relaciones entre parametros de fertilidad y calidad
seminal, se exploraron mediante correlacion paramétrica de Pearson o correlacién no
parameétrica de Spearman segun la normalidad de las variables. En los casos en los que
las correlaciones fueron significativas, se exploroé la relacién entre variables mediante
regresion lineal. Para ello, cuando fue necesario transformar variables que no seguian
una distribuciéon normal, se uso6 transformacion logaritmica (logio) o arcoseno de la raiz

cuadrada.

Para examinar las diferencias entre los tratamientos del experimento de
conservaciéon de semen de lince mediante refrigeracion, se realizé un ANOVA de medidas
repetidas tomando la temperatura, el medio y el tiempo como factores fijos. Y, a

continuacién, un test post hoc de Tukey.

Se analiz6 la independencia de las muestras obtenidas de machos distintos y de
las procedentes de un mismo macho obtenidas en distintas temporadas. No se
encontraron diferencias significativas por lo que se consideraron los eyaculados como

muestras independientes.

3.9.2 Analisis de subpoblaciones espermaticas

Se han caracterizado las subpoblaciones espermaticas de tres especies de gacela
(G. cuvieri, N. dama, G. dorcas) y lince ibérico en funcién de sus caracteristicas
morfométricas y cinéticas. Para ello, se han analizado los espermatozoides de todos los
machos de la especie conjuntamente para abarcar suficiente variabilidad espermatica

(Ramon et al. 2014).

Previamente al analisis de subpoblaciones tanto morfométricas como cinéticas, es
recomendable elegir las variables que van a definir el algoritmo de agrupacion con el fin
de evitar redundancias. Para ello, se realizd un analisis VGA (Variable Group Analysis)

que agrupa las variables segun su grado de relacién y permite elegir una variable
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representativa de cada grupo para el andlisis de subpoblaciones posterior (Maroto-

Morales et al. 2012).

El andlisis de clasificacion en subpoblaciones se realiz6 mediante un cluster
bietapico en el que, en una primera fase, se determiné el nimero 6ptimo de clusters o
subpoblaciones mediante la funciéon NbClust. Dicha funcioén analiza las opciones con 30
indices distintos para determinar el nimero de clusters y propone el mejor esquema a
partir de los diferentes resultados obtenidos segin las combinaciones de nimero de
clusters, medidas de distancia y métodos de cluster
(https://rdrr.io/cran/NbClust/man/NbClust.html). Una segunda etapa agrupa los
clusters anteriores mediante un método jerarquico (Martinez-Pastor et al. 2011). De esta
manera, cada uno de los espermatozoides se asigna a un Unico cluster o subpoblacién
junto a otros espermatozoides con parametros cinéticos o morfométricos muy préximos.
Las agrupaciones se construyen mediante un proceso iterativo en el que las distancias
entre espermatozoides del mismo cluster son minimas y las distancias entre

espermatozoides de distintos clusters son maximas.

Una vez clasificado cada uno de los espermatozoides observados en la
subpoblacién correspondiente, se compararon las medias de las variables cinéticas o
morfométricas entre cada subpoblacién mediante un andlisis de la varianza (ANOVA). La
distribucién del porcentaje de cada una de las subpoblaciones en el eyaculado de los

distintos machos se analiz6 mediante la prueba chi-cuadrado.

Los analisis de subpoblaciones se realizaron con la version 4.0.3 de R (RStudio

Team (2020). RStudio: Integrated Development for RStudio, Inc., Boston, MA, USA)
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4. RESULTADOS

4.1 Morfometriay cinética espermaticas en especies de gacelas

4.1.1 Parametros seminales

Se evaluaron las caracteristicas del eyaculado de tres especies de gacelas (tabla
4.1). Las tres especies difieren en peso corporal siendo N. dama la de mayor tamafio,
seguida de G. cuvieri y G. dorcas. Sin embargo, el peso relativo de los testiculos sigue la
tendencia opuesta, es decir, el peso de los testiculos frente al peso corporal es mayor en

G. dorcas que en G. cuvieri y, a su vez, mayor en G. cuvieri que en N. dama.

Tabla 4.1 Descripcion de rasgos fenotipicos y seminales de tres especies de gacelas. G. cuvieri, n=18;
N. dama, n=26; G. dorcas, n=27. Superindices iguales indican diferencias significativas (p<0,05) entre
especies. Los valores son media + error estandar. Consanguinidad: coeficiente de consanguinidad.

Especie

G. cuvieri N. dama G. dorcas
Consanguinidad 0,1578 £0,02 0,1045+0,01 0,0204 + 0,002
Peso corporal (kg) 33,08+0,5°b 62,45+1,3b 15,81+0,3b
Peso testiculos (g) 4284 +1,7¢ 52,35+1,9¢ 4283 +1,4c¢
PRT (x10-3) 1,25 +0,14 0,84 +0,044 2,26+0,14
Volumen (pl) 637,41 +116,5f 1295,54 + 229,2 ef 420,22 +849-¢
Concentracion (x10¢/ml) 562,39 +120 622,73 +91,7 835,19+179
N2 total esperma (x10¢) 474,07 + 187 833,68 +151¢ 363,4+71¢
% Motiles 33,95+9,0h 62,32 +5,8h 55,49+7,9
Calidad 2,13+0,41 3,00 £ 0,23 320£0,41
SMI 38,31+8,1k 61,16 +4,81 59,75+ 7,4k
% Normales 73,49 + 4,41 68,74 +3,3m 85,27 £2,51m
% Viabilidad 61,83 £ 6,110 77,33 +3,4n 75,29 + 5,80
% Acrosomas intactos 71,32 +5,8p 83,83 +4,4 89,00+2,1p
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Los rasgos del eyaculado difieren en las tres especies siguiendo dos tipos de
tendencias (tabla 4.1). Aquellos parametros asociados al tamafio de los testiculos, como
el nimero total de espermatozoides, aumentan conforme al tamafio de la especie. Por
otro lado, los parametros relacionados con la motilidad de los espermatozoides, su
morfologia y el estado del acrosoma son significativamente mejores en G. dorcas y peores
en G. cuvieri. Lo mismo ocurre con la concentracion de espermatozoides en el eyaculado
aunque las diferencias entre especies no alcanzan diferencias estadisticamente
significativas. Estos parametros estan estrechamente relacionados con la fertilidad
masculina y suelen verse afectados por el grado de consanguinidad o endogamia de las
poblaciones. En este caso, el coeficiente de consanguinidad en las tres poblaciones de
gacelas difiere significativamente y dirige el sentido de la tendencia de los parametros

seminales anteriores.

En el analisis intraespecifico de la relacion entre el coeficiente de consanguinidad
y los rasgos del eyaculado de G. dorcas, N. dama y G. cuvieri no se encontraron relaciones
significativas intraespecificas, a excepcion del porcentaje de espermatozoides métiles en
G. cuvieri, la especie con mayor grado de consanguinidad, que mostré una relacién
negativa, es decir, a mayor consanguinidad, menor porcentaje de espermatozoides

motiles (CC de Pearson: -0,531, R?=0,28, p=0,042) (figura 4.1).
100
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Figura 4.1 Relacion entre consanguinidad y % de espermatozoides mdtiles en G. cuvieri.
Consanguinidad: coeficiente de consanguinidad.
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4.1.2 Morfometria de los espermatozoides de tres especies de gacelas

A simple vista se observan claras diferencias en la forma de la cabeza del
espermatozoide de la gacela dorcas respecto a los de las otras dos especies. La cabeza de
G. dorcas es ovalada (esferoide prolato aplanado) mientras que las gacelas dama y de

Cuvier tienen una forma de “pala” (asimétrica dorso-ventralmente) (figuras 4.2 y 4.3).

Figura 4.2 Espermatozoides de G. cuvieri (A), N. dama (B) y G. dorcas (C). Imagenes tomadas mediante
microscopia electrénica de barrido.
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G. dorcas

G.cuvieri N. dama

Figura 4.3 Detalle de la cabeza del espermatozoide de G. cuvieri, N. dama y G. dorcas. Imagenes
tomadas mediante microscopia electrénica de barrido.

El semen obtenido de los individuos de tres especies de gacelas norafricanas (G.
cuvieri, N. dama y G. dorcas) se procesé para analizar las caracteristicas morfométricas
de los espermatozoides de cada especie. Las medidas de longitud y anchura de cabeza
reflejan la forma diferente de cabeza de G. dorcas, mientras que no se observan
diferencias significativas entre las otras dos especies (tabla 4.2). Sin embargo, a pesar de
que N. damay G. cuvieri tienen una forma de cabeza similar y sin diferencias significativas
en longitud y anchura, las proporciones entre estas dimensiones (elipticidad y
elongacién) muestran diferencias significativas también entre las cabezas de los
espermatozoides de estas dos especies (tabla 4.3) siendo la cabeza del espermatozoide

de G. cuvieri mas eliptica que la de N. dama.

Tabla 4.2 Dimensiones lineales de los espermatozoides de tres especies de gacela. G. cuvieri, n=11;
N. dama, n=14; G. dorcas, n=11. Superindices iguales entre columnas indican diferencias significativas
(p<0,05) entre especies. Los valores son media # error estandar.

Especie
G. cuvieri N. dama G. dorcas
Longitud cabeza (um) 9,74 + 0,08 9,58+ 0,092 7,32 +0,09 ab
Anchura cabeza (um) 6,35+0,074d 6,53+0,05¢ 4,10 + 0,06 ¢d
Longitud PM (um) 11,05+0,14f 9,49 + 0,08 ef 10,79 +0,12¢
Longitud PP+TP (um) 47,15+0,63h 44,17 + 0,45 8h 47,03+0,52¢8
Longitud flagelo (um) 58,19+ 0,68} 53,66+ 0,501 57,82 £ 0,551
Longitud total (um) 67,98 £ 0,71 kl 63,220+ 0,55k 65,15 + 0,55!
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Lalongitud total del espermatozoide de G. cuvieri es significativamente mayor que
en las otras dos especies. Esta diferencia es debida a un flagelo corto en N. dama, tanto en
su pieza media como en piezas principal y terminal, y una cabeza mas corta en G. dorcas

(tabla 4.2).

Tabla 4.3 Proporciones entre componentes de los espermatozoides de tres especies de gacela. G.
cuvieri, n=11; N. dama, n=14; G. dorcas, n=11. Superindices iguales entre columnas indican diferencias
significativas (p<0,05) entre especies. Los valores son media * error estdndar

Especie
G. cuvieri N. dama G. dorcas
Elipticidad 1,538+ 0,019 be 1,467 + 0,007 ab 1,787 £ 0,015 ac
Elongacion 0,211 £ 0,005 of 0,189 £0,0024de 0,282 £ 0,004 df
LPM/LPP+PT 0,237 0,004 0,216 +0,002 &h 0,231+£0,003¢
PLM/LF 0,190 + 0,002 0,177 £0,001 & 0,187 £0,0021
LC/LF 0,168 + 0,002 m 0,179 £ 0,002 k! 0,127 £0,002 km

Las proporciones entre componentes del espermatozoide son diferentes en N.
dama respecto a G. dorcas y G. cuvieri. La pieza media de N. dama es significativamente
mas corta en proporcion al resto del flagelo (17,69 + 0,14 %) que en las otras dos especies
(18,67 % G. dorcas y 18,99 % G. cuvieri) (tabla 4.4). La cabeza del espermatozoide
representa un 15% de la longitud de la célula de N. dama, 1a mayor proporcion de las tres
especies, mientras que la pieza media y resto del flagelo (piezas principal y terminal) son

mas pequeias en proporcion que en las otras dos especies.

En resumen, el espermatozoide de N. dama es el mas corto pero con una mayor
proporcién de la longitud de la cabeza respecto a la longitud total de la célula. El
espermatozoide de la gacela dorcas tiene la cabeza mas pequefia y ovalada y una pieza
principal mas larga en proporcion a su tamafio total. El espermatozoide de G. cuvieri es el

mas largo en todas las dimensiones lineales y su cabeza es la mas eliptica.
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Tabla 4.4 Porcentajes de los componentes de los espermatozoides en relaciéon a la longitud total de
la célula o del flagelo en tres especies de gacela. G. cuvieri, n=11; N. dama, n=14; G. dorcas, n=11.
Superindices iguales entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05) entre especies. Los valores
son media * error estandar

Especie
G. cuvieri N. dama G. dorcas
% Cabeza 14,35+ 0,15 be 15,16 £ 0,12 ab 11,24 £ 0,16 ac
% PM 16,25+0,21¢ 15,01 £ 0,11 de 16,57 £ 0,194
% PP + PT 69,33+0,27 ¢ 69,86 £0,19f 72,17 £ 0,30 fs
% PM (sobre flagelo) 18,99 + 0,25 i 17,69 + 0,14 hi 18,67 £ 0,23 hj
% PP+PT (sobre flagelo) 81,01 +0,25! 82,31+0,14 k! 81,32+0,23k

Las dimensiones de los espermatozoides no estan relacionadas con el tamafo
corporal, el tamafio de los testiculos ni el peso relativo de los testiculos. Al examinar las
posibles relaciones entre los distintos componentes del espermatozoide, se encontré
correlacion positiva entre longitud y anchura de cabeza (CC= 0,808, p=0,001) (tabla 4.5).
Esta misma asociacién se encontré al examinar las relaciones de manera intraespecifica
en N. damay G. dorcas pero no en G. cuvieri (tablas 4.6, 4.7, 4.8). La representacion grafica
de las dos dimensiones de la cabeza permite diferenciar claramente la especie G. dorcas
de las otras dos especies (figura 4.4, A). Por su parte, G. cuvieri y N. dama tienen una
cabeza de dimensiones y forma similares pero pueden distinguirse al examinar la

longitud y elipticidad de sus cabezas frente a la longitud del flagelo (figura 4.4, Cy D).

La cabeza de los espermatozoides pierde elipticidad conforme aumenta su
tamafio, tanto en longitud como en anchura, siendo la relacién elipticidad-anchurala mas
pronunciada (CC=-0,766, p<0,001). Las longitudes de los componentes del flagelo se
relacionan positivamente entre si de manera que cuanto mayor es la pieza media, mayor
es la longitud de las piezas principal y terminal (figura 4.4, B). Se encontr6 una relacion
inversa entre la anchura de la cabeza y la longitud de los componentes del flagelo (tabla
4.5). Al observar las relaciones entre dimensiones y proporciones de morfometria a nivel
intraespecifico, la relacidn entre longitud y anchura de cabeza se mantiene en N. dama 'y
G. dorcas pero no en G. cuvieri (tablas 4.6, 4.7, 4.8). La relacién entre la anchura de la
cabeza y componentes del flagelo se observa con sentido contrario en dos de las tres
especies. Mientras que la anchura de la cabeza repercute negativamente en la longitud de
los componentes del flagelo en G. cuvieri (tabla 4.6), esta relacion es directa entre los

componentes de N. dama (tabla 4.7).
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Tabla 4.5 Coeficientes de correlacion para la relacion entre parametros de morfometria espermatica de las tres especies de gacela (G. cuvieri, N. dama y
G. dorcas). Un asterisco indica relacién significativa p<0,05. Dos asteriscos indican relacion significativa p<0,01. Coeficiente de Pearson para variables con
distribucién normal y coeficiente de Spearman para no normal.

Longitud Anchura Longitud Longitud Longitud %
Longitud PM Elipticidad Elongacion  LC/LF % PM
cabeza cabeza PP+TP flagelo total Cabeza

Longitud cabeza 1,000 0,808** -0,090 -0,095 -0,145 0,258 -0,435** -0,435**  0,699** 0,705** -0,411%*
Anchura cabeza 1,000 -0,458** -0,374*  -0474**  -0,077 -0,766** -0,766**  0,826** 0,825** -0,645%*
Longitud PM 1,000 0,642**  0,813** 0,730**  0,646%* 0,646**  -0,617** -0,610** 0,833**
Longitud PP+TP 1,000 0,958**  0,885**  0,512** 0,512*  -0,705** -0,701** 0,279
Longitud flagelo 1,000 0,891*%  0,622** 0,622*  -0,764** -0,760** 0,505**
Longitud total 1,000 0,320 0,320 -0,423* -0,417* 0,298
Elipticidad 1,000 1,000**  -0,726** -0,720** 0,715**
Elongacion 1,000 -0,726** -0,720** 0,715**
LC/LF 1,000 0,999** -0,597**
% Cabeza 1,000 -0,591**
% PM 1,000
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Tabla 4.6 Coeficientes de correlacion para la relacion entre parametros de morfometria espermatica de espermatozoides de G. cuvieri. Un asterisco indica
relacién significativa p<0,05. Dos asteriscos indican relacién significativa p<0,01. Coeficiente de Pearson para variables con distribucién normal y coeficiente de
Spearman para no normal.

Longitud  Anchura  Longitud Longitud Longitud Longitud
Elipticidad  Elongacién LC/LF 9% Cabeza % PM

cabeza cabeza PM PP+TP flagelo total
Longitud cabeza 1,000 0,138 0,033 0,037 0,079 0,143 0,431 0,431 0,420 0,420 -0.268
Anchura cabeza 1,000 -0,627* -0,541 -0,619* -0,542 -0,750** -0,750** 0,631* 0,631* -0,117
Longitud PM 1,000 0,410 0,529 0,529 0,641%* 0,641* -0,501 -0,501  0,566*
Longitud PP+TP 1,000 0,984**  0,975%* 0,411 0,411 -0,829**  -0,829 -0,419
Longitud flagelo 1,000 0,991 %* 0,497 0,497 -0,836** -0,836** 0,327
Longitud total 1,000 0,478 0,478 -0,809** -0,809** -0,336
Elipticidad 1,000 1,000%** -0,228 -0,228 0,077
Elongacion 1,000 -0,288 -0,288 0,077
LC/LF 1,000 1,000*%* 0,136
% Cabeza 1,000 0,136
% PM 1,000
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Tabla 4.7 Coeficientes de correlacion para la relacion entre parametros de morfometria espermatica de espermatozoides de N. dama. Un asterisco indica
relacidn significativa p<0,05. Dos asteriscos indican relacidn significativa p<0,01. Coeficiente de Pearson para variables con distribucién normal y coeficiente de
Spearman para no normal

Longitud  Anchura Longitud Longitud Longitud Longitud %
Elipticidad Elongacion LC/LF % PM
cabeza cabeza PM PP+TP flagelo total Cabeza

Longitud cabeza 1,000 0,846%* 0,521 0,472 0,444 0,680* 0,673* 0,673* 0,320 0,356 -0,126
Anchura cabeza 1,000 0,379 0,736**  0,657** 0,816** 0,211 0,211 -0,029 0,011 -0,461
Longitud PM 1,000 0,378 0,547* 0,494* 0,469 0,469 -0,124  -0,095 0,343
Longitud PP+TP 1,000 0,938*  0,938%* -0,161 -0,161 -0,581* -0,552* -0,697**
Longitud flagelo 1,000 0,926** -0,069 -0,069 -0,610 -0,583* -0,528
Longitud total 1,000 0,114 0,114 -0,383 -0,344  -0,570%*
Elipticidad LC/LA 1,000 1,000%** 0,682** 0,686** 0,440
Elongaci6n 1,000 0,682** 0,686** 0,440
LC/LF 1,000 0,996** 0,525
% Cabeza 1,000 0,521
% PM 1,000
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Tabla 4.8 Coeficientes de correlacion para la relaciéon entre parametros de morfometria espermatica de espermatozoides de G. dorcas. Un asterisco indica
relacién significativa p<0,05. Dos asteriscos indican relacién significativa p<0,01. Coeficiente de Pearson para variables con distribucién normal y coeficiente de

Spearman para no normal.

Longitud  Anchura Longitud Longitud Longitud Longitud %
Elipticidad  Elongacion LC/LF % PM
cabeza cabeza PM PP+TP Flagelo total Cabeza

Longitud cabeza 1,000 0,825%* 0,335 -0,081 -0,002 0,159 -0,064 -0,071 0,792** 0,796** 0,214
Anchura cabeza 1,000 0,125 -0,005 0,023 0,153 -0,616* -0,621* 0,641* 0,646* 0,016
Longitud PM 1,000 0,080 0,301 0,342 0,250 0,246 0,089 0,096  0,727**
Longitud PP+TP 1,000 0,975*  0,951%* -0,116 -0,108 -0,660* -0,657* -0,616*
Longitud flagelo 1,000 0,987%* -0,055 -0,048 -0,611* -0,607  -0,426
Longitud total 1,000 -0,059 -0,054 -0,475  -0,471 -0,395
Elipticidad LC/LA 1,000 1,000%** -0,022  -0,025 0,281
Elongacion 1,000 -0,031 -0,034 0,274
LC/LF 1,000 1,000** 0,437
% Cabeza 1,000 0,441
% PM 1,000
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Figura 4.4 Relaciones entre dimensiones de partes del espermatozoide de tres especies de gacela,
G. cuvieri (rojo), N. dama (azul), G. dorcas (verde). A) Relacién entre longitud y ancho de cabeza. B)
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Tabla 4.9 Relaciones entre coeficiente de consanguinidad y parametros de morfometria
espermatica en tres especies de gacelas. En la primera columna se analizan las tres especies
conjuntamente. Los valores son coeficiente de correlacion de Pearson o de Spearman segtin la normalidad
de la distribucién de las variables. Asterisco y negrita indican correlacion significativa p<0,05.

Todas G. cuvieri N. dama G. dorcas
Longitud cabeza 0,474%* 0,470 -0,196 -0,566
Anchura cabeza 0,357 -0,189 -0,283 -0,435
Longitud PM -0,234 -0,538 -0,551 -0,157
Longitud PP+TP -0,237 0,588 -0,464 -0,823*
Longitud flagelo -0,157 0,459 -0,432 -0,831*
Longitud total -0,096 0,489 -0,452 -0,845%*
Elipticidad -0,444* 0,408 0,064 -0,169
Elongacion -0,444* 0,427 0,064 -0,169
LC/LF 0,346 0,512 -0,069 -0,354
% Cabeza 0,231 0,432 -0,125 -0,321
% PM 0,034 0,241 -0,101 0,789

El andlisis global de posibles relaciones entre consanguinidad y la morfometria de
los espermatozoides de gacelas mostré una relacion entre consanguinidad y un aumento
en el tamafio de la cabeza, siendo estadisticamente significativa la relacion positiva con
longitud (p=0,019) y con una tendencia en cuanto a la anchura (p=0,08). Ademas, al
aumentar la consanguinidad se observ6 una disminucion significativa de la elipticidad

(p=0,03) y elongacién (p=0,03) (tabla 4.9).

Al examinar cada una de las tres especies por separado no se encontraron
relaciones significativas en la gacela de Cuvier ni en la gacela dama pero si en la gacela
dorcas donde el coeficiente de consanguinidad se asocia inversamente con la longitud de
la pieza principal y terminal del flagelo (p=0.044), lo que también se refleja en la longitud

del flagelo (p=0,040) y la longitud total de la célula (p=0,034) (tabla 4.9).
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4.1.3 Subpoblaciones morfoldgicas de tres especies de gacelas

Se analiz6 la estructura de subpoblaciones en funciéon de pardmetros de
morfometria espermatica en Gazella cuvieri (figura 4.5, tabla 4.10), Nanger dama (figura
4.6, tabla 4.11) y Gazella dorcas (figura 4.7, tabla 4.12). También se examiné la
distribucién de las subpoblaciones en los machos de cada especie (figura 4.8). Por ultimo,
se explord la posible relaciéon entre la consanguinidad y la estructura del eyaculado
(figura 4.9).

4.1.3.1 Gazella cuvieri

Se han encontrado tres subpoblaciones morfolégicas de espermatozoides en el
eyaculado de Gazella cuvieri como resultado del andlisis de cluster de 273
espermatozoides (figura 4.5). La subpoblacién 1 estd compuesta por 134
espermatozoides (49,1 % del total), la subpoblacién 2 por 80 espermatozoides (29,3 %
del total) y los 59 restantes se agruparon en la subpoblacién 3 (21,6 % del total). Las
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Figura 4.5 A) Dendrograma del analisis cluster de las variables morfométricas de espermatozoides de G.
cuvieri. B) Nimero 6ptimo de subpoblaciones que mejor clasifican los datos.
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subpoblaciones se diferencian claramente en base a los tres componentes de la célula:
cabeza, pieza media y resto del flagelo (pieza principal mas pieza terminal) (tabla 4.10).
Tabla 4.10 Descripcion morfométrica de los espermatozoides que componen las tres

subpoblaciones espermaticas en el eyaculado de G. cuvieri. Superindices iguales entre columnas
indican diferencias significativas (p<0,05) entre subpoblaciones. Los valores son media * error estdndar

Subpoblaciones
SP1 SP2 SP3
Longitud cabeza (um) 9,63 +0,042 9,97 + 0,06 ab 9,72 +0,06P
Ancho cabeza (um) 6,65+ 0,03 cd 6,02 +0,03¢ 6,12 +0,184
Elipticidad 1,45+0,01¢ 1,66 +0,01¢ 1,59+0,01¢
Elongacion 0,18+0,00f 0,25+0,00f 0,23+0,00f
Longitud PM (um) 10,77 + 0,07 & 10,32+ 0,138 12,66+0,18¢
Longitud PP+TP (um) 46,480,211 49,69 £ 0,321 45,34+ 0,36N
Longitud total (um) 66,88 +0,221 69,98 £ 0,33 1 67,72 £0,42]
MP/PP+TP 0,23+0,00k 0,21+ 0,00k 0,28+ 0,00k
MP/MP+PP+TP 0,19 +£0,00! 0,17 £0,00! 0,22 +0,00!

Los espermatozoides de la subpoblacién 1 se caracterizan por una cabeza cortay
ancha que se refleja en un bajo grado de elipticidad (1,45 * 0,07 um) (tabla 4.10). La
longitud total de la célula es la mas corta de los tres grupos debido al impacto de la menor
longitud de la cabeza y una longitud de pieza media similar ala del grupo 2 (p=0,152). La

pieza media supone un 19% del total del flagelo.

Los espermatozoides de la subpoblacidn 2 se caracterizan por una cabeza larga y
estrecha. La elipticidad es la mayor de los tres grupos (1,66 + 0,09 um) (tabla 4.10). La
pieza media es la mdas corta pero el resto del flagelo es méas largo que en las otras dos
subpoblaciones. La mayor longitud de cabeza y piezas principal y terminal conforman la
célula mas larga de los tres grupos. La pieza media supone la menor proporcioén con un

17% del total del flagelo.

Los espermatozoides de la subpoblacién 3 se caracterizan por una cabeza de

dimensiones intermedias entre los grupos 1 y 2 (tabla 4.10). La longitud de la cabeza no
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difiere significativamente respecto a la del grupo 1 pero su anchura mayor que la SP1
diferencia la forma de la cabeza de estos dos grupos, mas eliptica en el grupo 3 (1,59 *
0,09 um). La pieza media es larga y el resto del flagelo méas corto que en los otros dos
grupos, de manera que en este grupo se da la mayor proporcién de pieza media sobre el

total del flagelo, un 22%.

4.1.3.2 Nanger dama

Se han encontrado tres subpoblaciones de espermatozoides en el eyaculado de
Nanger dama como resultado del analisis de cluster de 400 espermatozoides (figura 4.6).
La subpoblaciéon 1 esta compuesta por 174 espermatozoides (43,5 % del total), la
subpoblacién 2 por 163 espermatozoides (40,7 % del total) y los 63 restantes (15,7 % del
total) se agruparon en la subpoblacién 3. Las subpoblaciones se diferencian claramente
en base alos tres componentes de la célula: cabeza y pieza media y resto del flagelo (pieza

principal mas pieza terminal) (tabla 4.11).
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Figura 4.6 A) Dendrograma del analisis cluster de las variables morfométricas de espermatozoides de N.
dama. B) Numero 6ptimo de subpoblaciones que mejor clasifican los datos.
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Tabla 4.11 Descripcién morfométrica de los espermatozoides que componen las tres
subpoblaciones espermaticas en el eyaculado de N. dama. Superindices iguales entre columnas indican

diferencias significativas (p<0,05) entre subpoblaciones. Los valores son media * error estindar

Subpoblaciones
SP1 SP2 SP3
Longitud cabeza (um) 9,26 +0,03 2 9,94 + 0,04 ab 9,41 +0,07°P
Ancho cabeza (um) 6,73+0,03¢ 6,39 +0,03¢ 6,20+ 0,04 ¢
Elipticidad 1,38+0,004 1,56 +0,014d 1,52+0,014
Elongacion 0,16 £0,00¢ 0,22+0,00¢ 0,21+0,00¢
Longitud PM (um) 9,27 £0,05f 9,27 +£0,068 10,71+ 0,16 s
Longitud PP+TP (um) 44,24 0,221 45,48 +0,25h 40,67 £0,47h
Longitud total (um) 62,76 0,231 64,70 £0,27 i 60,78 £0,551
MP/PP+TP 0,21+0,00] 0,21+0,00k 0,27 £ 0,00 ik
MP/MP+PP+TP 0,17 £0,00! 0,17 £0,00! 0,21+0,00!

Los espermatozoides de la subpoblacion 1 se caracterizan por una cabeza cortay
ancha que se refleja en un bajo grado de elipticidad (1,38 + 0,1 um) (tabla 4.11). La
longitud total de la célula es intermedia entre los grupos como también lo es la longitud
de la pieza principal mas terminal. Sin embargo, la longitud de la pieza media no se
diferencia significativamente respecto ala de la subpoblacion 2. La proporcion de la pieza
media frente a la longitud total del flagelo es un 17%, sin diferencias entre SP 1 y SP2

(p=0,05).

Los espermatozoides de la subpoblacién 2 se caracterizan por una cabeza larga 'y
estrecha, por tanto, la elipticidad es la mayor de los tres grupos (1,56 = 0,1 um) (tabla
4.11). Los componentes del flagelo son similares en longitud a los de SP1 pero la mayor

longitud de la cabeza hace que las células de esta subpoblacién sean las mas largas.

Los espermatozoides de la subpoblacion 3 se caracterizan por una cabeza con un
grado de elipticidad intermedio entre las SP1 y SP2 (1,52 + 0,1 um) (tabla 4.11). La SP3
se caracteriza por el mayor tamafo de la pieza media en detrimento de la longitud del
resto del flagelo, mas corto que en los otros dos grupos, lo que supone la mayor

proporcion de pieza media con un 21% del flagelo.
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4.1.3.3 Gazella dorcas

Se han encontrado tres subpoblaciones de espermatozoides en el eyaculado de
Gacela dorcas como resultado del analisis de cluster de 262 espermatozoides (figura 4.7).
La subpoblaciéon 1 esta compuesta por 108 espermatozoides (41,2 % del total), la
subpoblacién 2 por 84 espermatozoides (32,1 % del total) y los 70 restantes se agruparon

en la subpoblacién 3 (26,7 % del total).
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Figura 4.7 A) Dendrograma del analisis cluster de las variables morfométricas de espermatozoides de G.
dorcas. B) Numero 6ptimo de subpoblaciones que mejor clasifican los datos.
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Las subpoblaciones se diferencian claramente en base a los tres componentes de
la célula: cabeza y pieza media y resto del flagelo (pieza principal mas pieza terminal). A
pesar de la forma distinta de la cabeza del espermatozoide de G. dorcas, las caracteristicas
morfométricas diferenciadoras en esta especie son las mismas que las existentes en las
subpoblaciones espermaticas de las otras dos especies de gacela (tabla 4.12) aunque las

diferencias en cuanto a dimensiones de componentes del flagelo no son tan marcadas.

Tabla 4.12 Descripcion morfométrica de los espermatozoides que componen las tres
subpoblaciones espermaticas en el eyaculado de G. dorcas. Superindices iguales entre columnas
indican diferencias significativas (p<0,05) entre subpoblaciones. Los valores son media * error estandar.

Subpoblaciones
SP1 SP2 SP3
Longitud cabeza (um) 7,10+ 0,052 7,31+0,052 7,590,062
Ancho cabeza (um) 4,31+0,030 3,78+0,03b 4,07 £ 0,04
Elipticidad 1,65+0,01¢ 1,94 +0,01¢ 1,87 +0,02¢
Elongaci6n 0,25+0,004 0,32+0,004 0,30+ 0,004
Longitud PM (um) 10,46 + 0,06 ¢ 10,33+ 0,07f 11,88 +£ 0,08 of
Longitud PP+TP (um) 47,39 +0,25¢8 47,67 £0,27h 45,55+ 0,32 8h
Longitud total (um) 64,94 £ 0,26 65,31+0,28 65,02 £ 0,36
MP/PP+TP 0,22+0,00¢ 0,22 £0,001 0,26 + 0,00 1
MP/MP+PP+TP 0,18+ 0,00k 0,18+ 0,00! 0,21+ 0,00 k!

Los espermatozoides de la subpoblacion 1 se caracterizan por una cabeza mas
corta y ancha que se refleja en el menor valor de elipticidad (1,65 + 0,1 um) (tabla 4.12).
La longitud del flagelo es similar a la SP2 tanto en dimensiones de pieza media como de
piezas principal y terminal. La longitud total de la célula no muestra diferencias

significativas entre subpoblaciones.

Los espermatozoides de la subpoblacion 2 se caracterizan por tener el mayor
grado de elipticidad (1,96 + 0,1 um) aunque, en esta especie, la subpoblaciéon con la
cabeza mas eliptica no corresponde al grupo con mayor longitud de cabeza (tabla 4.12).
Las dimensiones de pieza media, pieza principal y terminal del flagelo son similares a las

de la subpoblacion 1.
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Los espermatozoides de la subpoblacién 3 se caracterizan por una cabeza con un
grado de elipticidad intermedio entre las SP1 y SP2 (1,87 = 0,1 um) pero con la mayor
longitud de cabeza (tabla 4.12). La pieza media en este grupo es la mas larga y el resto del
flagelo es el mas corto lo que supone que la pieza media represente el 21% de la longitud

del flagelo, mientras que supone un 18% en las otras dos subpoblaciones.

4.1.3.4 Comparacion entre especies y relacion con consanguinidad

Se encontrd correspondencia en el tipo de espermatozoides que componen el
eyaculado de las tres especies de gacela. Las subpoblaciones morfométricas SP1, SP2 y
SP3 tienen las mismas caracteristicas en las tres especies. En todas ellas, la SP1 tiene la
cabeza menos eliptica (mas ancha y corta) y una pieza media de tamafio intermedio. La
SP2 en las tres especies contiene los espermatozoides con la cabeza mas eliptica, el flagelo
mas largo y mayor longitud total. La SP3 tiene dimensiones de cabeza intermedia pero la

pieza media mas larga.

La subpoblacién 1 es el grupo de espermatozoides mas abundante en las tres
especies de gacela. Existe variabilidad entre machos en la estructura del eyaculado de las
tres especies de gacelas (figura 4.8) que so6lo es estadisticamente significativa entre
determinados machos. Por tanto, son mas importantes las similitudes en la distribucion
de cada una de las subpoblaciones en el eyaculado lo que sugiere la posible existencia de

relaciones con la fertilidad.
El porcentaje de espermatozoides que componen cada una de las subpoblaciones

del eyaculado de G. cuvieri, N. dama y G. dorcas no se relaciona con el coeficiente de

consanguinidad (figura 4.9).
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4.1.4 Cinética espermatica

El analisis de cinética espermatica de las tres especies de gacela mostré que
Gazella dorcas es la especie con los espermatozoides significativamente mas rapidos en
los tres descriptores de velocidad, VCL, VAP y VSL (p<0,05. Tabla 4.13). Por su parte, N.
dama y G. cuvieri no mostraron diferencias significativas entre ellas para estos
parametros. Los espermatozoides de la gacela dorcas siguen una trayectoria mas lineal
tal y como reflejan los valores altos de linealidad (LIN), rectitud (STR), frecuencia de
cruce del batido flagelar (BCF) y la baja amplitud de desplazamiento lateral de cabeza
(ALH). La diferencia en rectitud es significativa entre G. dorcas y G. cuvieri (p=0,04) pero
no llega a ser significativa con N. dama (p=0,06).

Entre G. cuvieri y N. dama las diferencias en las medias de cada uno de los

descriptores de natacién espermatica no son estadisticamente significativas.

Tabla 4.13 Descripcion de cinética espermatica de tres especies de gacelas. G. cuvieri, n=11, N.
dama, n=14; G. dorcas, n=11. Superindices iguales entre columnas indican diferencias significativas
(p<0,05). Los valores son media # error estandar .

Especie
G. cuvieri N. dama G. dorcas
VCL (um/s) 126,71 +1,7) 124,72+ 3,54 146,98 £ 3,5ab
VAP (um/s) 71,55 +4,34 70,378+ 4,0¢ 105,53 £5,5¢d
VSL (um/s) 36,18 +6,2f 46,32+4,1¢ 79,92 + 5,8 ef
LIN 28,01 +4,6N 38,08+2,4¢8 52,89 + 3,3 8h
STR 60,90 +5,61 73,63 3,3 74,98+ 1,9i
WOB 183,43 +11,2}) 182,65+ 6,0k 144,61 + 6,9 ik
ALH (um) 14,11+0,8 22,41+7;3 12,42+09
BCF (Hz) 514+09! 6,99+0,6m 9,15+ 0,5!m
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Tabla 4.14 Relaciones entre coeficiente de consanguinidad y descriptores de cinética espermatica.
En la primera columna se analizan las tres especies conjuntamente. Los valores son coeficiente de
correlacion de Pearson o de Spearman segtin la normalidad de la distribucién de las variables. Asterisco y
negrita indican correlacion significativa p<0,05. Dos asteriscos y negrita indican correlacion significativa
p<0,01

Todas G. cuvieri N. dama G. dorcas
VCL -0,465** 0,286 0,238 -0,486*
VAP -0,460** 0,439 0,167 -0,599**
VSL -0,574** -0,460 0,095 -0,546*
LIN -0,554** -0,515 -0,054 -0,522%*
STR 0,301* -0,515 -0,197 -0,157
WOB 0,433** -0,344 -0,163 0,659%*
ALH 0,214 -0,337 -0,142 0,503
BCF -0,548** -0,779** 0,150 -0,628**

Cuando se analizaron las tres especies de gacelas conjuntamente, el coeficiente de
consanguinidad se asoci6 significativamente con todos los descriptores de cinética,
excepto con la amplitud lateral de desplazamiento de cabeza (ALH) (tabla 4.14). Se
observo que al aumentar el grado de consanguinidad disminuye la velocidad curvilinea
(VCL, p=0,001), la velocidad media de la trayectoria (VAP, p=0,001) y la velocidad
rectilinea (VSL, p<0,001). Ademas, un mayor coeficiente de consanguinidad también
tiene un efecto negativo en lalinealidad de la trayectoria (LIN, p<0,001) y en la frecuencia
de cruce del flagelo (BCF, p<0,001). A su vez, la relacion es positiva, pero menos marcada,

con la rectitud (STR, p=0,034) y el coeficiente de tambaleo (WOB, p=0,002).

Cuando se analizé cada especie por separado, no se encontraron relaciones entre
el coeficiente de consanguinidad y los descriptores de cinética espermatica en G. cuvieri,
ni en N. dama, a excepcion de la frecuencia de cruce del flagelo en G. cuvieri (BCF, p=0,005)
(tabla 4.14). Sin embargo, en la gacela dorcas si se encontraron relaciones similares a las
vistas cuando se analizaron todas las especies conjuntamente (VCL, p=0,041; VAP,

p=0,009; VSL, p=0,019; LIN, p=0,026; WOB, p=0,03; ALH, p=0,033; BCF, p=0,005).
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4.1.5 Subpoblaciones de cinética espermatica

Se analizé la estructura de subpoblaciones de cinética espermdtica para cada
especie: Gazella cuvieri (figura 4.10, tabla 4.15), Nanger dama (figura 4.11, tabla 4.16) y
Gazella dorcas (figura 4.12, tabla 4.17). También se examiné la distribuciéon de las
subpoblaciones en los machos de cada especie (figura 4.13). Por ultimo, se exploré la

posible relacion entre la consanguinidad y la estructura del eyaculado (figura 4.14).

4.1.5.1 Gazella cuvieri

Se encontraron tres subpoblaciones de espermatozoides en el eyaculado de
Gazella cuvieri como resultado del andlisis de cluster de 1.487 espermatozoides
procedentes del eyaculado de cuatro machos (figura 4.10). La subpoblacién 1 esta
compuesta por 1.042 espermatozoides (70,1 % del total), la subpoblacién 2 por 316
espermatozoides (21,2 % del total) y la subpoblacién 3 agrupa 129 espermatozoides (8,7
% del total).
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Figura 4.10 A) Dendrograma del analisis cluster de los descriptores de cinética espermatica en G. cuvieri.
B) Numero 6ptimo de subpoblaciones que mejor clasifican los datos. N= 4
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Tabla 4.15 Descripcion de variables cinéticas de los espermatozoides que componen las tres
subpoblaciones en el eyaculado de G. cuvieri. Superindices iguales entre columnas indican diferencias
significativas (p<0,05) entre subpoblaciones. Los valores son media + error estandar.

Subpoblaciones
SP1 SP2 SP3
VCL (um/s) 122,89+0,87 134,17 +1,8a 145,55+2,5a
VAP (um/s) 94,39+1,6" 61,37+1,8? 11,18+ 0,6"
VSL (um/s) 8,23+0,2¢ 52,59+1,5¢d 10,40+ 0,6 4
BCF (Hz) 0,15+0,0¢ 8,25+0,2¢ 1,43+0,1¢
ALH (pm) 1,08+0,2f 16,72+£0,6f 84,43 +4,2f
LIN 6,82+0,2¢ 38,94 £ 0,9 sh 7,40+£0,5h
STR 19,78 +0,81 86,62+0,71 92,83+£1,61
WOB 295,53 +12,2] 260,94+ 6,51 209,15+ 13,47

La subpoblacién 1 esta compuesta por espermatozoides de baja velocidad VCL y
VSL pero mayor VAP (tabla 4.15). La trayectoria es poco lineal con valores bajos de
linealidad (LIN) y rectitud (STR) y un coeficiente de tambaleo (WOB) elevado. Estas

caracteristicas describen unos espermatozoides con velocidad y progresiéon moderados.

La subpoblacién 2 se caracteriza por valores altos en los tres descriptores de
velocidad, VCL, VAP y VSL y una trayectoria lineal con valores altos de linealidad y
rectitud (tabla 4.15). La frecuencia de cruce de batido (BCF) es alta. Segin estas
caracteristicas, los espermatozoides de este grupo se pueden definir como rapidos y

progresivos.

Las células de la subpoblacion 3 tienen una elevada velocidad curvilinea (VCL)
pero valores bajos de VAP y VSL (tabla 4.15). La rectitud es alta pero también lo es el
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH). Los espermatozoides de este grupo son

activos pero no progresivos.
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La proporcion de las distintas subpoblaciones en la estructura del eyaculado en
cada uno de los machos analizados de G. cuvieri muestra una predominancia de la
subpoblacién 1 en tres de los cuatro animales analizados. La subpoblacion 3 es la menos

frecuente en todos los individuos (figura 4.13).

4.1.5.2 Nanger dama

Se han encontrado cuatro subpoblaciones de espermatozoides en el eyaculado de
Nanger dama como resultado del analisis de cluster de 17.187 espermatozoides
procedentes del eyaculado de 14 machos (figura 4.11). La subpoblacién 1 esta compuesta
por 4.197 espermatozoides (24,4 % del total), la subpoblacién 2 por 4.379 (25,5 % del
total), la subpoblacién 3 contiene 7.864 espermatozoides (45,8 % del total) y la
subpoblacién 4 agrupa 747 espermatozoides (4,3 % del total).
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Figura 4.11 A) Dendrograma del analisis cluster de los descriptores de cinética espermatica en N. dama.
B) Numero 6ptimo de subpoblaciones que mejor clasifican los datos. N=14
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Tabla 4.16 Descripcion de variables cinéticas de los espermatozoides que componen las cuatro
subpoblaciones en el eyaculado de N. dama. Diferencias significativas entre todas las subpoblaciones
para todos los parametros excepto BCF entre SP2 y SP4 (1). Los valores son media + error estandar.

Subpoblaciones
SP1 SP2 SP3 SP4
VCL (um/s) 159,68 + 0,4 123,20+ 0,5 122,66 +0,3 154,82+ 1,2
VAP (um/s) 123,43 +0,5 98,47 + 0,6 46,99 £ 0,2 19,32+ 0,6
VSL (um/s) 106,19 £ 0,5 11,73+ 0,2 35,30+0,2 17,77 £0,6
BCF (Hz) 9,55+0,1 1,78+0,01 574 +0,0 1,54+0,01
ALH (um) 12,80 + 0,2 4,68 +0,1 20,14+0,1 94,77 + 0,4
LIN 66,43 + 0,3 9,40+0,1 29,77 +0,1 11,45+ 0,4
STR 86,16 + 0,2 12,95 +0,2 77,08 £ 0,2 91,89 £0,7
WOB 134,33+ 0,4 160,96 + 2,4 311,48 +2,1 161,60 £ 5,7

La subpoblacién 1 se caracteriza por tener los espermatozoides significativamente
mas rapidos y con una trayectoria muy lineal como indican los valores altos de linealidad
(LIN), rectitud (STR) y frecuencia de cruce del flagelo (BCF) (tabla 4.16). Los

espermatozoides de este grupo son, por tanto, rapidos y progresivos.

La subpoblacién 2 se caracteriza por una velocidad curvilinea (VCL) y velocidad
media de la trayectoria (VAP) altas pero baja velocidad rectilinea (tabla 4.16). Los
descriptores de trayectoria indican un movimiento poco lineal con bajo LIN y STR. Esta
subpoblacién engloba espermatozoides activos, con velocidad moderada pero no

progresivos.

La subpoblacion 3 se caracteriza por unos espermatozoides con valores
intermedios de descriptores de velocidad y de trayectoria (tabla 4.16). Se trata de
espermatozoides con un movimiento lento pero progresivos en una trayectoria

moderadamente lineal.

La subpoblacién 4 se caracteriza por tener espermatozoides con elevada velocidad
curvilinea (VCL) y amplio desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) (tabla 4.16).Y, por
el contrario, baja velocidad media de la trayectoria y baja velocidad rectilinea. La

frecuencia de batido es baja, asi como la linealidad mientras que la rectitud es elevada.
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Estas caracteristicas definen a los espermatozoides de la SP4 como activos pero no

progresivos.

4.1.5.3 Gazella dorcas

Se han encontrado cuatro subpoblaciones de espermatozoides en el eyaculado de
Gacela dorcas como resultado del andlisis de cluster de 14.033 espermatozoides
procedentes del eyaculado de 11 machos (figura 4.12). La subpoblacién 1 esta compuesta
por 706 espermatozoides (5,0 % del total), la subpoblacion 2 por 5.764 (41,1 % del total),
la subpoblacién 3 contiene 7.528 (53,6 % del total) y la subpoblaciéon 4 agrupa 35

espermatozoides (0,2 % del total).
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Figura 4.12 A) Dendrograma del analisis cluster de los descriptores de cinética espermatica en G. dorcas.
B) Numero 6ptimo de subpoblaciones que mejor clasifican los datos. N=11.
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Tabla 4.17 Descripcion de variables cinéticas de los espermatozoides que componen las cuatro
subpoblaciones en el eyaculado de G. dorcas. Diferencias significativas entre todas las subpoblaciones
para todos los parametros excepto VCL entre SP1 y SP4 (1) y STR entre SP1y SP3 (2). Los valores son media
+ error estandar.

Subpoblaciones
SP1 SP 2 SP3 SP 4
VCL (um/s) 158,22 £ 0,2 132,75+£0,4 148,27 + 0,11 149,80+ 0,11
VAP (um/s) 125,16 £ 0,5 80,81+0,3 44,17 £ 0,2 4,03+0,0
VSL (um/s) 111,19 £ 0,2 36,40+ 0,1 38,80+ 0,2 4,02+0,2
BCF (Hz) 11,09 £ 0,2 6,06+ 0,0 2,68+0,1 1,03+0,0
ALH (um) 9,56+0,1 12,11+ 0,3 59,82+0,3 108,63 +0,8
LIN 70,34 +0,3 27,61+0,1 26,73+0,2 2,66+0,1
STR 88,61+0,22 52,34+ 0,2 88,10+ 0,32 100,03 £0,2
WOB 129,09+ 1,4 199,59+ 2,1 508,62 + 3,9 424,99 £ 3,0

La subpoblaciéon 1 en el eyaculado de G. dorcas se caracteriza por tener los
espermatozoides significativamente mas rapidos y con una trayectoria lineal con valores
altos de linealidad (LIN) y rectitud (STR) (tabla 4.17). La frecuencia de cruce del flagelo
de los espermatozoides también es la méas alta de los 4 grupos. Por tanto, la SP1 contiene

los espermatozoides mas rapidos y progresivos del eyaculado.

La subpoblacién 2 se caracteriza por una velocidad curvilinea (VCL) y velocidad
media de la trayectoria (VAP) altas pero baja velocidad rectilinea (tabla 4.17). Los
descriptores de trayectoria indican un movimiento poco lineal con valores bajos de
linealidad (LIN) y rectitud (STR). Son espermatozoides con movimiento activo rapido

pero con una progresion moderada.

La subpoblacion 3 se caracteriza por unos valores de los descriptores de velocidad
intermedios y unos descriptores de trayectoria que reflejan una cierta progresion con
valores altos de rectitud (STR) a pesar de un alto desplazamiento lateral de la cabeza

(ALH) y baja linealidad (LIN) (tabla 4.17). Segin estas caracteristicas, los
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espermatozoides de este grupo son activos, con velocidad moderada y moderadamente

progresivos en una trayectoria poco lineal.

La subpoblacidn 4 se caracteriza por tener espermatozoides con elevada velocidad
curvilinea (VCL) y amplio desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) (tabla 4.17).Y, por
el contrario, baja velocidad media de la trayectoria (VAP) y baja velocidad rectilinea
(VSL). La frecuencia de batido es baja, asi como la linealidad (LIN) mientras que la

rectitud (STR) es elevada. Estos espermatozoides son activos pero no progresivos.

4.1.5.4 Comparacion entre especies y relacion con consanguinidad

Nanger dama y Gazella dorcas tienen una estructura de subpoblaciones similar
tanto en nimero de subpoblaciones como en las caracteristicas de los espermatozoides
de cada subpoblacién. Es decir, los espermatozoides de la SP1 de N. dama son los mas
rapidos y con trayectoria mas lineal, igual que los espermatozoides de la SP1 de G. dorcas.
De la misma manera, los espermatozoides de las otras subpoblaciones de la gacela dama
comparten las caracteristicas de las mismas subpoblaciones de G. dorcas.En G. cuvieri no
se encontro esta similitud, posiblemente por el pequefio tamafio muestral en esta especie

(n=4).

La comparacion entre machos de la distribucion del porcentaje de cada
subpoblacidén cinética en el eyaculado mostro similitudes entre la mayoria de los machos
de las tres especies. S6lo la estructura del macho 1 de G. cuvieri fue diferente a la de los
otros tres machos (p<0,001) y en G. dorcas el macho 2 fue el Unico cuya distribucién de

subpoblaciones fue estadisticamente diferente al resto (p<0,001) (figura 4.13).
El porcentaje de espermatozoides que componen cada una de las subpoblaciones

cinéticas del eyaculado de G. cuvieri, N. dama y G. dorcas no se relaciona con el coeficiente

de consanguinidad (figura 4.14).
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Figura 4.13 Estructura del eyaculado de los machos de A) G. cuvieri, B) N. dama, C) G. dorcas en
funcion de parametros de cinética espermatica. Porcentaje de espermatozoides de cada una de las
subpoblaciones.
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4.1.6 Relaciones entre morfometria y cinética espermaticas

Cuando se analizaron los datos de todas las especies en conjunto se observo que
la forma de la cabeza esta relacionada con los descriptores de velocidad y trayectoria del
espermatozoide. Cuanto mas eliptica es la cabeza, el espermatozoide nada mas rapido y

progresivo y su trayectoria es mas lineal (tabla 4.18 y figura 4.15)

Una cabeza mas larga y ancha se relaciona con una menor velocidad en el
movimiento del espermatozoide. En concreto, se observé que al aumentar la longitud de
la cabeza en proporcidn con el resto de la célula (% de cabeza), los tres descriptores de
velocidad disminuyen (VCL: CC=-0,453, p=0,026; VAP: CC=-0,498, p=0,013; VSL: CC=
-0,425, p=0,038). Por otro lado, una mayor anchura y longitud de la cabeza también se
relacionan inversamente con la linealidad de la trayectoria (LIN vs longitud de cabeza:
CC=-0,438, p=0,032; LIN vs anchura de cabeza: CC=-0,439, p=0,032). La cabeza mas larga
también se relaciona con una mayor amplitud de su desplazamiento lateral (CC=0,525,

p=0,016).
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Tabla 4.18 Relaciones entre morfometria espermatica y descriptores de cinética espermatica en
tres especies de gacelas (G. cuvieri, N. dama, G. dorcas). Coeficiente de Pearson para variables con
distribuciéon normal y coeficiente de Spearman para no normal. Un asterisco indica relacién significativa
p<0,05. Dos asteriscos indican relacién significativa p<0,01.

VCL VAP VSL LIN STR  WOB ALH BCF
Longitud cabeza (um) -0,482* -0,568** -0,485* -0,438* 0,052 0,440* 0,525** -0,436*
Anchura cabeza (pm) -0,525** -0,559** -0,499* -0,439* -0,054 0,427* 0,353 -0,467*
Longitud PM (pm) 0,122 0,068 0,095 0,057 -0,030 0,030 0,012 0,165
Longitud PP+TP (um) 0,114 0,020 -0,001 -0,044 -0,096 0,106 0,117 0,127
Long. flagelo (num) 0,124 0,036 0,026 -0,018 -0,083 0,091 0,094 0,147
Longitud total (um) -0,060 -0,180 -0,154 -0,179 -0,081 0,275 0,244 -0,019
Elipticidad 0,555** 0,524** 0,499* 0,426* 0,110 -0,343 -0,254 0,466*
Elongacion 0,540** 0,507* 0,484* 0,412* 0,108 -0,325 -0,243 0,453*
LC/LF -0,450* -0,495* -0,421* -0,365 0,020 0,381 0,307 -0,423*
PM/PP+TP 0,058 0,065 0,133 0,123 0,056 -0,032 -0,080 0,126
PM/LF 0,084 0,078 0,147 0,132 0,077 -0,035 -0,080 0,127
% LC -0,453* -0,498* -0,425* -0,369 0,016 0,384 0,309 -0,427*
% PM 0,225 0,247 0,265 0,232 0,029 -0,182 -0,172 0,247
% PP+PT 0,414* 0,454* 0,342 0,294 -0,057 -0,360 -0,265 0,354
% PM (sobre flagelo) 0,077 0,086 0,140 0,125 0,045 -0,056 -0,081 0,122

% PP+PT (sobre flagelo)  -0,077 -0,086 -0,140 -0,125 -0,045 0,056 0,081 -0,122
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Figura 4.15 Relaciones entre parametros morfométricos y descriptores de cinética en
espermatozoides de tres especies de gacelas, G. cuvieri, N. dama y G. dorcas. A) Relacién entre
elipticidad y velocidad curvilinea (VCL), R2=0,295. p=0,006. B) Relacién entre elipticidad y velocidad media
de la trayectoria (VAP), R2=0,208. p=0,025. C) Relacion entre elipticidad y velocidad rectilinea (VSL),
R2=0,194. p=0,031. D) Relacién entre elipticidad y frecuencia de cruce del flagelo (BCF), R2=0,207. p=0,026.
Transformacion logaritmica de elipticidad, VSL y VAP.

El andlisis intraespecifico de las relaciones entre parametros morfométricos y
descriptores de cinética espermatica mostro en G. cuvieri que la elipticidad y dimensiones
del flagelo se asocian positivamente con descriptores de trayectoria (WOB y ALH) (tabla
4.19, figura 4.16 A, B). Sin embargo, no se encontraron relaciones con ninguno de los tres

descriptores de velocidad.
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Tabla 4.19 Relaciones entre morfometria espermatica y descriptores de cinética en G. cuvieri.
Coeficiente de Pearson para variables con distribucién normal y coeficiente de Spearman para no normal.
Un asterisco indica relacion significativa p<0,05. Dos asteriscos indican relacion significativa p<0,01. n=7

VCL VAP VSL LIN STR WOB ALH BCF

Longitud cabeza (um) 0,116 -0,371 -0,493 -0,484 -0,121 0,393 0,641 -0,745
Anchura cabeza (um) -0,526 0,520 0326 0,394 -0,224 -0,703 -0,582  -0,098
Longitud PM (um) -0,052 -0,639 -0,560 -0,576 -0,371 0548 0,323 0,350
Longitud PP+TP (um) 0461 -0,464 -0,410 -0,487 0,131 0,646  0,798* -0,408
Long. flagelo (um) 0439 -0,624 -0,550 -0,630 0,031 0,780* 0,870* -0,308
Longitud total (um) 0412 -0,634 -0,586 -0,657 0,004 0,778* 0,890** -0,403
Elipticidad 0422 -0571 -0,514 -0,554 0,080 0,709 0,775* -0,391
Elongacién 0421 -0,574 -0,520 -0,560 0,073 0,708  0,782* -0,392
LC/LF -0,321 0,284 0,105 0,191 -0,133 -0,415 -0,282 -0,347
PM/PP+TP -0,338 -0,197 -0,167 -0,127 -0,332 0,027 -0,289 0,437
PM/LF -0,321 -0,247 -0,220 -0183 -0,363 0,074 -0,215 0,449
% Cabeza -0,316 0,301 0,125 0211 -0,123 -0,430 -0,295 -0,324
% PM -0,299 -0,204 -0,163 -0,134 -0,345 0,033  -0241 0,554
% PP+PT 0,408 0,099 07146 0,084 0378 0,108 0300 -0,274
% PM (sobre flagelo) -0,327 -0,185 -0162 -0,125 -0,357 0,004 -0,258 0,504
% PP+PT (sobre flagelo) 0327 0,185 01162 0125 0,357 -0,004 0258 -0,504

El andlisis intraespecifico de N. dama no mostré relaciones significativas entre los
parametros morfomeétricos de la célula y los descriptores de cinética espermatica (tabla
4.20). Por ultimo, el analisis en G. dorcas mostr6 que la forma de la cabeza se relaciona
con la velocidad curvilinea del espermatozoide (CC=0,822, p=0,045) (tabla 4.21, figura
4.16 C).
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Tabla 4.20 Relaciones entre morfometria espermatica y descriptores de cinética en N. dama.
Coeficiente de Pearson para variables con distribucién normal y coeficiente de Spearman para no normal.
Un asterisco indica relacion significativa p<0,05. Dos asteriscos indican relacion significativa p<0,01. N=11

VCL VAP VSL LIN STR WOB ALH BCF

Longitud cabeza (um) 0,081 0,090 0333 0334 0395 -0,097 0,355 0,095
Anchura cabeza (um) 0,121 0,122 0330 0,332 0,361 -0,158 0,321 0,089
Longitud PM (um) -0,068 0,445 0407 0472 0,191 -0,546 0,008 -0,093
Longitud PP+TP (um) -0,361 -0,179 -0,203 -0,152 -0,046 0,091 0,503 -0,280
Longitud flagelo (um) -0,359 -0,074 -0,105 -0,042 -0,002 -0,033 0,482 -0,288
Longitud total (um) -0,303 -0,038 -0,002 0,058 0,103 -0,064 0,496 -0,220
Elipticidad

-0,018 -0,007 0,121 0,120 0,180 0,039 0,172 0,038

Elongacion -0,016 -0,005 0,119 0,117 0175 0,039 0,165 0,038
LC/LF 0,334 0,144 0410 0,367 0401 -0,076 0,016 0,297
PM/PP+TP 0,123 0472 0495 0544 0244 -0,536 -0,360 0,152
PM/LF 0,187 0452 0489 0516 0253 -0479 -0,363 0,163
% Cabeza 0333 0136 0391 0345 0381 -0,064 0,022 0,282
% PM 0,165 0468 0406 0426 0,116 -0490 -0,366 0,078
% PP+PT -0,295 -0,403 -0,556 -0,553 -0,369 0,394 0,238 -0,266
% PM (sobre flagelo) 0,205 0466 0460 0474 0,188 -0,481 -0,345 0,131
% PP+PT (sobre flagelo) -0,205 -0,466 -0460 -0474 -0,188 0,481 0,345 -0,131
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Tabla 4.21 Relaciones entre morfometria espermatica y descriptores de cinética en G. dorcas.
Coeficiente de Pearson para variables con distribucién normal y coeficiente de Spearman para no normal.
Un asterisco indica relacién significativa p<0,05. Dos asteriscos indican relacién significativa p<0,01. N=6

VCL VAP VSL LIN STR WOB ALH BCF

Longitud cabeza (um) 0,258 0493 0633 0,738 0492 -0,841* -0,762 0,700
Anchura cabeza (pm) -0,203 0,051 0,219 0378 0,394 -0,618 -0,684 0,513
Longitud PM (pm) 0381 0,195 0,185 0,122 0,058 -0,265 0,282 0,129
Longitud PP+TP (um) 0,238 0317 0,112 0,109 -0,395 -0,406 -0,479 0,595
Longitud flagelo (um) 0,286 0,323 0,136 0121 -0,345 -0,429 -0,379 0,560
Longitud total (nm) 0,324 0393 0232 0,232 -0,259 -0,486 -0,484 0,655
Elipticidad 0,822* 0,780 0,721 0621 0154 -0,371 -0,110 0,306
Elongacion 0,828* 0,789 0,727 0628 0153 -0,371 -0,122 0,319
LC/LF 0,003 0,157 0405 0497 0646 -0,086 -0,317 0,143
PM/PP+TP 0,302 0,071 0,269 0,212 0,529 0,507 0,585 -0,257
PM/LF 0,200 -0,035 0,165 0,108 0,496 0,580 0,667 -0,401
% Cabeza -0,006 0,148 0393 0485 0636 -0,086 -0,310 0,133
% PM 0,102 -0,178 -0,031 -0,103 0,317 0,886* 0,810* -0,521
% PP+PT -0,099 -0,007 -0,294 -0,305 -0,712 -0,257 -0,342 0,251
% PM (sobre flagelo) 0,107 -0,142 0,050 -0,006 0,436 0,829* 0,740 -0,484
% PP+PT (sobre flagelo) -0,107 0,142 -0,050 0,006 -0436 -0,829* -0,740 0,484
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Figura 4.16 Relaciones entre parametros morfométricos y descriptores de velocidad en
espermatozoides de G. cuvieri y G. dorcas. A) Relacion entre elipticidad y amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH) en espermatozoides de G. cuvieri, R2=0,600, p=0,041. B) Relacién entre longitud
del flagelo y amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza en espermatozoides de G. cuvieri, R2=0,756,
p=0,011. C) Relacion entre elipticidad y velocidad curvilinea (VCL) en espermatozoides de G. dorcas,
R2=0,676, p=0,045.
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4.2 Morfometria v cinética espermaticas en lince ibérico

4.2.1 Parametros seminales

Los valores medios de los parametros del semen de los linces ibéricos que se
empled para evaluar la morfometria y cinética se muestran en la tabla 4.22. Todos los
machos eran sexualmente maduros (> 3 afios) y sus muestras se obtuvieron en los

chequeos previos a la temporada reproductora.

Tabla 4.22 Parametros seminales de los machos de lince ibérico empleados para el analisis de
morfometria y cinética espermaticas. n=14

Media + Error estandar

Concentracién (x10¢/ml) 15,31+3,2
N2 total espermatozoides (x106) 3,94+1,5
% Motiles 68,08 + 3,9
Calidad 2,84+0,1
SMI 63,5028
% Normales 64,92 + 3,0
% Cabezas anormales 10,23 £3,0
% Cabezas sueltas 3,69+0,9
% PM anormal 31,07 +1,5
% PP+PT anormal 18,08 + 2,4
% Acrosomas intactos 30,39 +4,0
MQA 51,89+21
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4.2.2 Morfometria espermatica

Los espermatozoides del lince ibérico se caracterizan por una cabeza ovalada y
una longitud total de 57,18 um de acuerdo al analisis morfométrico de espermatozoides
de 14 machos de lince ibérico (figura 4.17). Esta forma de cabeza y tamafio celular es

comun a otros felinos y carnivoros en general.

—10.0pm

Figura 4.17 Espermatozoides de lince ibérico

Se cuantificaron las dimensiones de los componentes espermaticos, asi como las
proporciones entre componentes y el porcentaje de cada uno en relacion a la longitud
total o del flagelo (tablas 4.23, 4.24, 4.25). La cabeza, mas larga que ancha (elipticidad
1,70 £ 0,1) supone un 7,3% de la longitud total de la célula. El flagelo esta compuesto por
una pieza media de 8,88 + 0,1 um que supone un 16,24% sobre éste y un 15,54% sobre
la longitud total de la célula, y una pieza principal + pieza terminal que representa el

83,76% de la longitud total del flagelo y un 80,14% de la célula completa (tabla 4.25).

111



Resultados

Tabla 4.23 Dimensiones lineales de espermatozoides de lince ibérico. N=14.

Media + Error estandar

Longitud cabeza (um) 4,17 +0,2
Anchura cabeza (um) 2,47 +0,1
Longitud PM (um) 8,88+0,1
Longitud PP+TP (um) 45,83+1,3
Longitud flagelo (um) 54,71+ 1,3
Longitud total (um) 57,18+ 1,3

Tabla 4.24 Proporciones entre componentes de espermatozoides de lince ibérico. N=14.

Media + Error estandar

Elipticidad 1,70x0,1
Elongacion 0,26 £ 0,03
PM/PP+PT 0,19+0,01
PM/F 0,16 + 0,00
LC/F 0,08 0,00

Tabla 4.25 Porcentajes entre componentes de espermatozoides de lince ibérico. N=14. Se muestra
porcentaje de la longitud del componente sobre la longitud total de la célula o sobre la longitud del flagelo
indicado entre paréntesis (sobre flagelo).

Media + Error estandar

% Cabeza 7,30+0,2
% PM 15,54 + 0,4
% PP + PT 80,14 £ 0,5
% PM (sobre flagelo) 16,24+ 0,4
% PP+PT (sobre flagelo) 83,76 £ 0,4

La longitud y la anchura de cabeza no tienen relacion significativa entre ellos. La
longitud de la cabeza del espermatozoide si esta relacionada con la longitud de las piezas
principal y terminal del flagelo (tabla 4.26, figura 4.18). En cambio, la anchura de la
cabeza no muestrarelacion con lalongitud del resto de componentes del espermatozoide.
Al aumentar la longitud de la cabeza, aumenta la longitud de la pieza principal (CC=0,637,
p=0,014) pero no de la pieza media, de manera que el porcentaje de la pieza media sobre
la longitud total de la célula disminuye (CC=-0,563, p=0,036). Asimismo, el porcentaje de
la pieza media sobre la longitud total disminuye al aumentar la longitud de la suma de las

piezas principal y terminal (CC=-0,896, p<0,001).

112



Resultados

Tabla 4.26 Relacion entre parametros de morfometria espermatica del lince ibérico. Los valores son coeficiente de Pearson. Un asterisco indica relacion

significativa p<0,05. Dos asteriscos indican relacion significativa p<0,01. E1: elipticidad. E2: elongacién. % C: % Cabeza. % PM: % Pieza media.

AC LC LPM LPP+TP LF LT El E2 LC/LF % C % PM
AC 1,000 -0,214 -0,328 -0,063 -0,094 -0,034 -0,739** -0,731** -0,200 -0,250 -0,148
LC 1,000 -0,047 0,637* 0,635* 0,624* 0,815%* 0,822%* 0,782*  0,804**  -0,563*
LPM 1,000 -0,086 0,006 -0,014 0,157 0,174 -0,05 -0,036 0,515
LPP+PT 1,000 0,996**  0,996** 0,479 0,484 0,02 0,055 -0,896**
LF 1,000 0,998** 0,495 0,502 0,015 0,052 -0,852%*
LT 1,000 0,452 0,46 0,003 0,037 -0,864**
Elipticidad 1,000 0,999%* 0,654* 0,699*  -0,304
Elongacion 1,000 0,658* 0,703 ** -0,303
LC/LF 1,000 0,980**  -0,034
% Cabeza 1,000 -0,056
% PM 1,000
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Figura 4.18 Relaciones entre descriptores morfométricos del espermatozoide de lince ibérico. A)
Relacion entre longitud y anchura de cabeza, R?=-0,034, p=0,462. B) Relacion entre longitud de cabeza y
longitud de pieza principal + terminal, R2=0,406, p=0,014. C) Relacion entre longitud de cabeza y porcentaje
de la pieza media sobre la longitud total de la célula, R?=0,317, p=0,036. D) Relacion entre longitud del
flagelo y porcentaje de la pieza media sobre la longitud total de la célula, R?=0,725, p<0,001. E) Relacion
entre elipticidad y longitud del flagelo, R?=,0,182, p=0,072. F) Relacion entre elipticidad y porcentaje la
longitud de cabeza sobre la longitud total, R?2=0,489, p=0,005.
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Tabla 4.27 Relaciones entre heterocigosidad y parametros de morfometria espermatica en lince
ibérico. Heterocigosidad medida como heterocigosidad multilocus estandar (sMLH). Los valores son
coeficiente de correlaciéon de Pearson o de Spearman segin la normalidad de la distribuciéon de las
variables. No hay relaciones significativas (p<0,05).

Coeficiente de Correlacion p
Longitud cabeza 0,285 0,346
Anchura cabeza 0,257 0,397
Longitud PM -0,486 0,092
Longitud PP+TP 0,194 0,525
Longitud flagelo 0,145 0,637
Longitud total 0,163 0,594
Elipticidad 0,046 0,881
Elongacion 0,041 0,895
LC/LF 0,226 0,458
% Cabeza 0,216 0,476
% PM -0,407 0,168

No se encontraron asociaciones entre la heterocigosidad y ninguno de los

parametros morfométricos del espermatozoide del lince ibérico (tabla 4.27).

4.2.3 Subpoblaciones de morfometria espermatica

Se analiz6 la estructura de subpoblaciones de morfometria en el eyaculado de
lince ibérico (figura 4.19, tabla 4.28). También se examind la distribuciéon de las
subpoblaciones en cada uno de los machos del estudio (figura 4.20) y, por ultimo, se
exploré la posible relacion entre heterocigosidad y la estructura del eyaculado (figura

4.21).

Se han encontrado tres subpoblaciones morfolégicas de espermatozoides en el
eyaculado de lince ibérico como resultado del analisis de cluster de 350 espermatozoides.
La subpoblacion 1 esta compuesta por 101 espermatozoides (28,8 % del total), la
subpoblacién 2 por 129 espermatozoides (36,8 % del total) y los 120 restantes se
agruparon en la subpoblacion 3 (34,3 % del total). Las subpoblaciones se diferencian
claramente en base a los tres componentes de la célula: cabeza , pieza media y resto del

flagelo (pieza principal mas pieza terminal) (tabla 4.28).
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Figura 4.19 A) Dendrograma del andlisis cluster de los parametros morfométricos de espermatozoides de
lince ibérico. B) Numero 6ptimo de subpoblaciones que mejor clasifican los datos.

116



Resultados

Tabla 4.28 Descripcion de parametros de morfometria de los espermatozoides que componen las
tres subpoblaciones en el eyaculado de lince ibérico. Diferencias significativas (p<0,05) entre todas las
subpoblaciones para todos los parametros excepto elipticidad y elongacion entre SP1y SP3 (1, 2) y longitud
de pieza media entre SP2 y SP3. Los valores son media + error estandar.

Subpoblaciones
SP1 SP2 SP3
Longitud cabeza (um) 4,18+ 0,0 4,40+ 0,0 3,92+0,0
Ancho cabeza (um) 2,59+0,0 2,40+0,0 2,44 +0,0
Elipticidad 1,62+0,01 1,84 £0,0 1,61+0,01
Elongacion 0,23+0,02 0,29+0,0 0,23+0,02
Longitud PM (um) 8,74+0,0 8,93+0,03 8,94+0,03
Longitud PP+PT (um) 47,23+0,1 4591+0,1 44,53+0,1
Longitud flagelo (um) 55,98 +0,1 54,88 + 0,1 53,47 +0,1
Longitud total (um) 60,16 + 0,2 59,27 +0,1 57,39+0,1
LC/LF 0,08+0,0 0,08+0,0 0,07 +0,0
MP/PP+TP 0,18+0,0 0,19+0,0 0,20+0,0
MP/LF 0,16 £0,0 0,16 £0,0 0,17+0,0

Los espermatozoides de la subpoblacion 1 se caracterizan por una cabeza mas
ancha pero con una longitud intermedia entre las otras dos subpoblaciones (tabla 4.28).
Las piezas principal y terminal son las més largas, dotando a las células de este grupo con
la mayor longitud total a pesar de tener la pieza media mas corta que los otras dos

subpoblaciones.

Los espermatozoides de la subpoblaciéon 2 se caracterizan por una cabeza mas
larga y estrecha, de manera que tienen los mayores valores de elipticidad y elongacion
(tabla 4.28). La pieza media es mas larga que en la subpoblaciéon 1 y similar a la
subpoblaciéon 2. El resto de componentes del flagelo tienen una longitud intermedia

respecto a los otros dos grupos. Asimismo, la longitud total de la célula es intermedia.

Los espermatozoides de la subpoblacién 3 se caracterizan por una cabeza mas

corta y estrecha pero con valores de elipticidad y elongacién similares a los de la
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subpoblacién 1 (tabla 4.28). La longitud de la pieza media es larga en comparacidén con el
grupo 1y similar al grupo 2 pero supone una mayor proporcion respecto a la longitud del
flagelo que en el grupo anterior ya que el resto de componentes del flagelo son los mas

cortos de las tres subpoblaciones.

Las tres subpoblaciones estan representadas en un porcentaje similar, como se
mencion6 anteriormente (SP1: 28,8%, SP2: 36,8%, SP3: 34,3%). Sin embargo, se
encontro variabilidad en la distribucion de la proporcion de las subpoblaciones entre los
machos. El rango de la SP1 fue del 4% al 64%; el rango de la SP2 del 0-60% y el rango de
la SP3 del 4-80% (figura 4.20). La mayoria de los machos mostraron diferencias
significativas en la distribucién de la proporcién de las subpoblaciones entre sus

eyaculados, siendo los machos 1, 2, 8, 9, 10 los mas similares entre ellos.
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Figura 4.20 Estructura del eyaculado de los machos de lince ibérico en funciéon de parametros
morfométricos de los espermatozoides. Porcentaje de espermatozoides de cada una de las
subpoblaciones.

No se encontr6 relaciéon entre medidas de heterocigosidad y la proporcion de

diversas subpoblaciones de morfometria (figura 4.21).
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Figura 4.21 Relaciones entre heterocigosidad (sMLH) y subpoblaciones de morfometria
espermatica en el eyaculado de lince ibérico. A) Relacion entre heterocigosidad (sMLH) y porcentaje de
la SP1. B) Relacion entre heterocigosidad (sMLH) y porcentaje de la SP2. C) Relacién entre heterocigosidad
(sMLH) y porcentaje de la SP3. Las relaciones no son estadisticamente significativas.
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4.2.4 Cinética espermatica de lince ibérico

El resultado del analisis de cinética espermatica del eyaculado de 14 machos de
lince ibérico se muestra en la tabla 4.29. Las medias de los descriptores de cinética de los
espermatozoide se relacionaron pobremente con el grado de heterocigosidad de los

machos sin observarse correlaciones estadisticamente significativas (tabla 4.30).

Tabla 4.29 Descripcion de cinética espermatica de lince ibérico. n=14.

Media + Error estandar

VCL (um/s) 65,88 + 3,2
VAP (um/s) 57,35+3,1
VSL (um/s) 50,12+ 2,9
BCF (Hz) 6,61+0,3
ALH (um) 2,29 £ 0,04
LIN 73,35+1,2
STR 84,62 +1,0
WOB 85,86 £ 0,6

Tabla 4.30 Relaciones entre heterocigosidad y descriptores de cinética espermatica en lince
ibérico. Heterocigosidad medida como heterocigosidad multilocus estindar (sMLH). Los valores son
coeficiente de correlacion de Pearson o de Spearman segin la normalidad de la distribucién de las
variables. No hay relaciones significativas p<0,05.

Coeficiente de correlacién p
VCL (um/s) 0,196 0,520
VAP (um/s) 0,199 0,514
VSL (um/s) 0,019 0,950
BCF (Hz) -0,045 0,883
ALH (um/s) 0,290 0,336
LIN -0,057 0,854
STR 0,011 0,971
WOB -0,204 0,504
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4.2.5 Subpoblaciones de cinética espermatica

Se analiz6 la estructura de subpoblaciones en el eyaculado de lince ibérico en
funcidn de las caracteristicas natatorias de los espermatozoides (figura 4.22, tabla 4.31).
También se examind la distribucién de las subpoblaciones en cada uno de los machos del
estudio (figura 4.23) y, por ultimo, se exploro la posible relaciéon entre heterocigosidad y

la estructura del eyaculado (figura 4.24).

Segun los parametros de cinética, se han encontrado cuatro subpoblaciones de
espermatozoides en el eyaculado de lince ibérico como resultado del analisis de cluster
de 19.384 espermatozoides (figura 4.22). La subpoblacién 1 esta compuesta por 2.692
espermatozoides (13,9 % del total), la subpoblacién 2 por 4.688 espermatozoides (24,2
% del total), la subpoblacién 3 incluye 4.101 espermatozoides (21,1 % del total) y los
7.903 restantes se agruparon en la subpoblacién 4 (40,8 % del total). Las subpoblaciones

se diferencian en base a los descriptores de velocidad y de trayectoria (tabla 4.31).
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Figura 4.22 A) Dendrograma del analisis cluster de los descriptores de natacion de espermatozoides de
lince ibérico. B) Numero 6ptimo de subpoblaciones que mejor clasifican los datos.
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Tabla 4.31 Descripcidon de variables cinéticas de los espermatozoides que componen las cuatro
subpoblaciones en el eyaculado del lince ibérico. Diferencias significativas (p<0,05) entre todas las
subpoblaciones para todos los parametros excepto ALH entre SP1 y SP3 (1). Los valores son media + error
estandar.

Subpoblaciones
SP1 SP2 SP3 SP4
VCL (um/s) 67,61+0,4 39,55+0,2 87,10 £0,2 89,34+0,2
VAP (um/s) 48,24+ 0,4 33,46+ 0,2 71,34+ 0,2 85,53+0,2
VSL (um/s) 24,98 + 0,2 27,11+0,2 62,01+0,2 81,18+ 0,2
BCF (Hz) 545+0,0 4,01+0,0 9,67 £0,0 7,58 £0,0
ALH (um) 3,05+0,0! 1,92+0,0 3,04£0,0! 2,15+0,0
LIN 37,60 0,0 67,81 +0,0 71,53+0,0 90,94 £ 0,0
STR 55,21+0,0 80,62 £ 0,0 87,33+0,0 94,99 £ 0,0
WOB 70,54 0,0 84,27 £ 0,0 82,01+0,0 95,74 £ 0,0

La subpoblacién 1 se caracteriza por los valores de linealidad (LIN) y rectitud
(STR) mas bajos, y el mayor desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) (tabla 4.31). La
velocidad curvilinea es intermedia en relaciéon a las otras subpoblaciones, pero la
velocidad lineal (VSL) y la velocidad media de la trayectoria (VAP) son bajas. Por tanto,
los espermatozoides de esta subpoblacién se definen como moderadamente activos y

poco progresivos.

La subpoblacién 2 se caracteriza por tener la velocidad mas baja, asi como unos
valores de desplazamiento lateral de cabeza (ALH) y frecuencia de cruce de flagelo (BCF)
bajos lo que también indica el pobre movimiento de estos espermatozoides (tabla 4.31).
Larectitud (STR) y linealidad (LIN) son altos aunque no tanto como en las subpoblaciones
2 y 3. Este grupo contiene los espermatozoides mas lentos aunque mantienen cierta

progresion.

La subpoblacion 3 se caracteriza por unos espermatozoides rapidos (VCL, VSL y
VAP altos) (tabla 4.31). La linealidad (LIN) y rectitud (STR) son intermedias entre la SP2
y SP4 y, ademas, los valores de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de

cruce de flagelo (BCF) lo que indica que los espermatozoides de esta subpoblacién son
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rapidos y con un movimiento progresivo, pero no tanto como los espermatozoides de la

subpoblacién 4.

La subpoblacién 4 se caracteriza por tener los valores de velocidad curvilinea
(VCL) velocidad media de la trayectoria (VAP) y velocidad lineal (VSL) mas altos de los
cuatro grupos (tabla 4.31). Asi como los valores mas altos de linealidad (LIN), rectitud
(STR) y coeficiente de tambaleo (WOB). Los espermatozoides de esta subpoblacién son

los mas rapidos y los que tienen un movimiento mas progresivo.

Entre los machos se encontraron diferencias en la proporcién de espermatozoides
en cada una de las subpoblaciones. La SP4 contiene el 40,8% de los espermatozoides
totales pero cuando se examiné la presencia de esta subpoblacién en los eyaculados
individuales se encontré un rango de variacién elevado entre los machos, desde un
11,69% hasta un 50,39% (figura 4.23). La distribuciéon de las proporciones de las
subpoblaciones en el eyaculado de los machos fue significativamente diferente entre ellos

salvo entre los machos 1y 2 y entre los machos 3,12 y 14.
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Figura 4.23 Estructura del eyaculado de lince ibérico en funcion de parametros de cinética
espermatica. Porcentaje de cada una de las cuatro subpoblaciones en funcién de las caracteristicas
cinéticas de los espermatozoides.

No se encontro relacion entre la heterocigosidad, medida como heterocigosidad
multilocus estandar (sMLH) y la proporcion de cada una de las subpoblaciones cinéticas

en el eyaculado del lince ibérico (figura 4.24).

123



Resultados

A
) 20,00 ®
15,00 L ]
® 1]
- ® ... @
o
o e
¥ 10,00
(]
@
5,00 [}
0080 100 120 140 160 18
Heterocigosidad
30,00
Q) ® °
25,00 °
m L ®
20,00
a o °
3& @
15,00 ®
10,00 .o
[ ]
&
5,00 ,80 1,00 1,20 1,40 1,60 1,8
Heterocigosidad

B)

% SP 2

D)

% SP 4

70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

,80 1,00

Heterocigosidad

1,20 1,40 1,60

1,8

,80 1,00

Heterocigosidad

1,20 1,40 1,60

1,8

Figura 4.24 Relaciones entre heterocigosidad (sMLH) y subpoblaciones de cinética espermatica en
el eyaculado del lince ibérico. A) Relacion entre heterocigosidad (sMLH) y porcentaje de la SP1. B)
Relacién entre heterocigosidad (sMLH) y porcentaje de la SP2. C) Relaciéon entre heterocigosidad (sMLH) y
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son estadisticamente significativas.
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4.2.6 Relaciones entre morfometria y cinética espermaticas

Se examinaron las posibles relaciones entre las medias de las dimensiones de los
espermatozoides y las medias de los descriptores de natacion. Si bien se observa una
ligera tendencia hacia una menor velocidad al aumentar la anchura de la cabeza, ninguna

relacion fue estadisticamente significativa (tabla 4.32).

Tabla 4.32 Relaciones entre morfometria espermatica y descriptores de cinética en lince ibérico.
Coeficiente de Pearson para variables con distribucién normal y coeficiente de Spearman para no normal.
No hay relaciones estadisticamente significativas (p<0,05).

VCL VAP VSL LIN STR WOB ALH BCF

Longitud cabeza 0,231 0,191 0,138 0,002 -0.094 0,151 -0,039 -0,170
Anchura cabeza -0,116 -0,011 -0,077 0,203 0.345 -0,064 -0,211 0,083
Longitud PM -0,261 -0,244 -0,208 -0,023 -0.003 -0,004 -0,281 -0,049
Longitud PP+TP -0,258 -0,240 -0,209 -0,038 -0.037 0,017 -0,287 -0,057
Longitud flagelo -0,262 -0,243 -0,209 -0,026 -0.016 0,013 -0,301 -0,052
Longitud total -0,038 -0,018 -0,058 -0,101 -0.248 0,150 0,097 -0,151
Elipticidad -0,047 -0,028 -0,071 -0,125 -0.277 0,140 0,098 -0,169
Elongacion 0,065 0,092 0,057 0029 -0.097 0,179 0,175 -0,177
LC/LF 0241 0,232 0,176 -0,052 -0.147 0,087 0,221 0,010
PM/PP+TP 0,242 0,233 0,178 -0,051 -0.148 0,089 0,220 0,011
PM/LF 0,063 0,090 0,053 0019 -0.114 0,185 0,178 -0,180
% LC 0,246 0,237 0,178 -0,062 -0.170 0,099 0,230 0,009
% PM -0,239 -0,230 -0,192 -0,012 0.039 -0,061 -0,188 -0,041
% PP+PT 0,246 0,238 0,182 -0,048 -0.145 0,092 0,224 0,015
% PM (sobre flagelo) -0,246 -0,238 -0,182 0,048 0.145 -0,092 -0,224 -0,015
% PP+PT (sobre flagelo) -0,106 -0,074 -0,082 0,002 -0.094 0,151 -0,039 -0,170

Se examinaron las proporciones de las distintas subpoblaciones de morfometriay
de natacion en el eyaculado de los 14 machos de lince ibérico del estudio con el fin de
identificar posibles relaciones. No se observaron relaciones significativas entre ellas

(tabla 4.33 y figura 4.25).
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Tabla 4.33 Relaciones entre porcentajes de subpoblaciones de morfometria y subpoblaciones de
natacion en el eyaculado de lince ibérico. n=14. Coeficiente de correlacién de Pearson. Sin correlaciones
estadisticamente significativas (p<0,05). SPmorf, subpoblacién morfométrica; SPnat, subpoblacion cinética.

SP1 nat SP2 nat SP3 nat SP4 nat
SP1 morf -0,256 0,201 0,083 -0,236
SP2 morf 0,082 -0,044 -0,209 0,164
SP3 morf 0,160 -0,143 0,108 0,070
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Figura 4.25 Relaciones entre porcentajes de subpoblaciones de morfometria y de natacion en el eyaculado de lince ibérico. A-D) Relaciones entre
porcentaje de la SP1mort y los porcentajes de cada una de las subpoblaciones de natacion. E-H) Relaciones entre porcentaje de la SP2morfy los porcentajes de cada
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subpoblacién morfométrica, SPnat: subpoblacién cinética.
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4.3 Efecto de la enfermedad renal cronica en la calidad seminal del lince ibérico

4.3.1 Efecto de la ERC en variables fenotipicas y calidad seminal

Se analiz6 la calidad seminal de 35 machos a partir de 2010, con posterioridad a
la aparicion de un episodio de enfermedad renal crénica en la poblaciéon de lince ibérico
perteneciente al programa de cria en cautividad. Del total, 21 animales estaban sanos y
14 animales estaban afectados por la enfermedad renal crénica, 6 de los cuales en la fase

Il de la enfermedad y 8 en la fase III.

Los animales con enfermedad renal crénica tanto en fase II como fase III, no
mostraron diferencias significativas frente a los animales sanos en cuanto a peso corporal
y peso relativo de los testiculos. No se observaron diferencias significativas entre los
parametros seminales de los animales sanos y de los animales enfermos en fase II. Sin
embargo, los animales en fase III de la enfermedad si vieron afectada su calidad seminal

(tabla 4.34).

La concentraciéon espermdtica media entre animales sanos fue de 24,45 millones
de espermatozoides/ml frente a los 3,19 millones/ml de los animales enfermos en fase
[T (p=0,042). La menor produccién de espermatozoides se vio reflejada en un menor
numero de espermatozoides totales en el eyaculado de los animales enfermos en fase III

(p=0,036).

Los animales en fase IIl produjeron mas espermatozoides pleiomoérficos. El
promedio de espermatozoides morfolégicamente normales en los animales sanos y en
fase Il fue 41% y 45%, respectivamente, mientras que los animales enfermos produjeron

una media de 26,6 % de espermatozoides normales por eyaculado.

La integridad del acrosoma se vio afectada en los animales en fase III. En este
grupo, el porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto fue 12,66%, un valor
significativamente menor al de los animales sanos (p<0,001) y en fase II (p<0,001).
Ademas, el indice MQA también reflejo esta afeccion con un valor menor en los animales

en fase Il respecto a los sanos (p=0,006) y en fase II (p=0,004).
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Tabla 4.34 Caracteristicas fenotipicas y rasgos del eyaculado de individuos de lince ibérico sanos y
con enfermedad renal créonica en fases II y III. Sanos, n=21, ERC Fase II, n=6; ERC fase III, n=8.
Superindices iguales indican diferencias significativas (p<0,05) entre columnas. Los valores son media

error estandar.

Sano ERC Fase I1 ERC Fase Il
Longitud total (cm) 101,72+ 1,1 102,20 £ 1,7 100,12+ 1,8
Masa corporal (kg) 13,22 +0,3 13,83 +0,7 12,85+ 0,4
PRT (x10-5) 20,00+ 2 20,00+3 20,00 + 4
Concentracion (x106/ml) 24,45+ 4,82 20,13+9,4 3,19+1,22
N? total (x10¢) 3,74+09°0 3,10+£2,1 082+04%0
% Motiles 66,67 = 3,9 75,00 £5,7 61,00+9,1
Calidad 2,85+0,1 320+0,3 2,70+0,1
SMI 61,90 £2,6 69,50 5,3 57,50 £ 5,30
% Normales 41,26+ 2,4 ¢ 45,00+ 4,34d 26,60 + 2,7 cd
% Cabezas anormales 8,46 +1,6 11,80 + 4,2 18,00+ 7,8
% Cabezas sueltas 2,44 +0,5 3,66+1,3 560+1,9
% PM anormal 29,76 £ 2,4 28,40 + 3,5 28,60+1,8
% PP+PT anormal 19,84 + 3,0 12,60 £ 3,8 21,20+ 4,4
% Acrosomas intactos 54,23 +41e¢ 4781 +3,8f 12,66 + 3,0 ef
MQA 60,13 +2,58 64,67 +4,3h 43,40 +29¢h

4.3.2 Calidad seminal antes y después de la enfermedad.

La evolucién de la calidad seminal antes y después de la enfermedad renal crénica
se pudo observar en 5 animales de los que se obtuvieron muestras seminales antes de la

enfermedad y durante la fase IIL.

El nimero total de espermatozoides en el eyaculado cuando los animales estaban
enfermos fue significativamente menor que cuando estaban sanos (p=0,047). Asimismo,
se observo que la motilidad también disminuy¢6 al sufrir la enfermedad afectando al
porcentaje de espermatozoides motiles, a la calidad del movimiento y al indice SMI (tabla

435).
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La produccién de espermatozoides morfolégicamente normales también
disminuy6 con la enfermedad. Este hecho fue provocado principalmente por el aumento

de las anomalias en la cabeza de los espermatozoides.

La integridad de los acrosomas en el momento de la enfermedad se vio
drasticamente afectada variando de un 65,26% en el animal sano hastaun 15,50% con la

enfermedad en fase III (tabla 4.35).

Tabla 4.35 Calidad seminal de individuos de lince ibérico antes de sufrir enfermedad renal crénica
(pre ERC) y con la enfermedad en fase III. n=5. Superindices iguales indican diferencias significativas
entre columnas ( p<0,05). Los valores son media * error estandar.

Pre ERC ERC
Volumen eyaculado (ul) 438,95 + 50,22 162,20 + 66,6 2
Concentracién (x10¢/ml) 3,85+1,5 3,41+1,3
N¢ total (x10¢) 1,71+£0,5? 0,61+04b
% Motiles 82,20+£19¢ 58,75+11,4¢
Calidad 3,20+£0,14 2,62+0,14
SMI 73,08+ 1,7 55,62+6,4¢
% Normales 3591+29f 25,75+3,2f
% Cabezas anormales 497 +1,3¢ 20,50+9,6¢
% Cabezas sueltas 8,23+5,2 3,75+0,7
% PM anormal 31,68 +4,3 28,75 +2,3
% PP+PT anormal 19,44 + 2,2 21,25+5,6
% Acrosomas intactos 65,26 + 6,31 15,50+ 2,6h
MQA 70,48+ 2,4 42,25+3,51i

Cuando se tom6 como referencia el valor del parametro espermatico en el
momento en que el animal estaba sano, se observdé que el numero total de
espermatozoides disminuy6 un 66,1 % de media cuando el animal se encontraba en fase

[II de la enfermedad (figura 4.26, A). Los individuos 3 y 4 tuvieron una disminucién
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menos acusada (35,9 % y 19,5 %, respectivamente) que los otros tres animales, de los

cuales uno no produjo espermatozoides.

El porcentaje de espermatozoides motiles en el eyaculado se redujo un 18,6 % de
media en tres de los cuatro animales de los que se obtuvieron espermatozoides. Mientras

que el individuo 2 sufrié una mayor pérdida de motilidad (67,2 %) (figura 4.26, B).

Todos los animales vieron afectada la integridad acrosémica en un rango similar.
El porcentaje de acrosomas intactos en el eyaculado disminuyé una media del 78,4 %. En
conjunto, el indice que integra los parametros de motilidad, calidad del movimiento e
integridad acrosémica (MQA) se redujo un 41,1% si se excluye al individuo que no
produjo espermatozoides y, por tanto, su MQA durante la enfermedad fue cero (figura

4.26,CyD).
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Figura 4.26 Evolucion de rasgos de calidad seminal en 5 machos de lince ibérico antes de la
enfermedad renal cronica y en fase IIl de la enfermedad. Valor en sano=100%. A) N2 total de
espermatozoides, B) % de espermatozoides métiles, C) % acrosomas intactos y D) MQA, indice de
motilidad-calidad-integridad acrosémica.
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4.3.3 Efecto de la ERC en la morfometria y cinética del espermatozoide

Se examinaron las diferencias en los rasgos morfométricos del espermatozoide
entre individuos sanos y con enfermedad renal cronica en fases I y III. Las dimensiones
lineales y las proporciones entre el tamafio de las distintas partes del espermatozoide no
presentaron diferencias significativas entre los grupos, a excepcion de la anchura de la
cabeza entre individuos sanos y enfermos en fase III (p=0,033), que es significativamente
mayor en los animales enfermos (tablas 4.36, 4.37, 4.38). A pesar de que la anchura de
cabeza de los animales enfermos en fase Il es similar a los de fase III, en este caso, la
diferencia con la media de los animales sanos no alcanzé significacién estadistica

(p=0,063).

Tabla 4.36 Dimensiones lineales de los espermatozoides de lince ibérico de individuos sanos y con
enfermedad renal crénica en fases II y III. Sano, n=6; ERC II, n=3 ; ERC III, n=5. Superindices iguales
indican diferencias significativas (p<0,05) entre columnas. Los valores son media * error estdndar.

Sano ERCII ERC III
Longitud cabeza (um) 4,17+0,1 4,23+0,0 4,13+0,1
Anchura cabeza (um) 2,40+0,02 2,51+0,1 2,51+0,02
Longitud PM (um) 8,93+0,0 8,89+0,1 8,80+0,1
Longitud PP+TP (um) 45,78+ 0,6 46,50 £ 0,4 45,83+0,3
Longitud flagelo (um) 54,72 + 0,6 55,39 + 0,4 54,29 + 0,6
Longitud total (um) 57,12+ 0,6 57,90 + 0,4 56,80 + 0,6

Tabla 4.37 Proporciones entre componentes de los espermatozoides de lince ibérico de individuos
sanos y con enfermedad renal crénica en fases Il y III. Sano, n=6; ERC II, n=3 ; ERC III, n=5. No hay
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre columnas. Los valores son media * error
estandar.

Sano ERCII ERCIII
Elipticidad 1,74 £ 0,03 1,68 £ 0,04 1,65+ 0,05
Elongacion 0,269 £ 0,007 0,255+0,010 0,242 £ 0,015
PM/PP+PT 0,196 £ 0,002 0,191 £ 0,001 0,194 £ 0,004
PM/F 0,163 £ 0,002 0,161 £ 0,000 0,162 £ 0,003
LC/F 0,076 £ 0,001 0,076 £ 0,001 0,76 £ 0,001
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Tabla 4.38 Porcentajes entre componentes de los espermatozoides de lince ibérico de individuos
sanos y con enfermedad renal crénica en fases II y IIl. Sano, n=6; ERC II, N=3 ; ERC III, n=5. No hay

diferencias estadisticamente significativas entre columnas . Los valores son media * error estandar.

Sano ERCII ERCIII
% Cabeza 7,31+0,1 7,31+0,1 7,27+0,1
% PM 15,66 + 0,2 15,36+ 0,0 15,51+0,2
% PP + PT 80,13 +0,2 80,30+0,1 80,06 £ 0,3
% PM (sobre flagelo) 16,34 +0,2 16,05+ 0,0 16,23 +0,3
% PP+PT (sobre flagelo) 83,66 +0,2 83,95+0,0 83,78+0,3

Se examinaron igualmente las diferencias en los descriptores de natacion del
espermatozoide de lince ibérico entre individuos sanos y con enfermedad renal crénica
en fases Il y IlIl. En este caso, ninguna variable fue significativamente diferente entre

grupos (tabla 4.39).

Tabla 4.39 Descriptores de velocidad de los espermatozoides de individuos de lince ibérico sanos y
con enfermedad renal crénica en fases Il y III. Sano, n=6; ERC II, N=3; ERC III, n=5. No hay diferencias
estadisticamente significativas entre columnas. Los valores son media # error estandar.

Sano ERCII ERC III
VCL (um/s) 69,79 + 4,9 66,83 + 11,2 60,61+ 4,6
VSL (um/s) 52,68 + 4,9 50,05 + 9,7 47,07 + 4,6
VAP (um/s) 60,99 + 4,9 58,30 + 10,3 52,41+ 3,3
LIN 72,78 +2,2 72,01+ 2,3 73,35+ 1,8
STR 83,62+ 1,4 82,74 +1,9 86,91+ 1,5
WOB 86,12+ 1,3 86,21+ 0,5 85,36 + 0,8
ALH (um) 2,35+0,1 2,33+0,1 2,20 £ 0,0
BCF (Hz) 6,65 £ 0,5 6,40 0,6 6,70 £0,5

La estructura de subpoblaciones espermaticas en el eyaculado de linces ibéricos
sanos y con enfermedad renal crénica en ambas fases no mostré diferencias
estadisticamente significativas bien en subpoblaciones de morfometria, bien en
subpoblaciones de cinética (figura 4.27). No obstante, el porcentaje de SP1 entre los

animales sanos y enfermos en fase Il fue cercano a la significacion estadistica, p=0,052.
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Figura 4.27 Porcentaje de las subpoblaciones espermaticas de morfometria (A) y nataciéon (B) que
componen el eyaculado de linces de sanos y con enfermedad renal crénica en fases Il y III.

134



Resultados

4.4 Variabilidad genética, calidad seminal y éxito reproductivo en lince ibérico

4.4.1 Variabilidad genética de dos poblaciones e hibridos de lince ibérico

La variabilidad genética medida como heterocigosidad multilocus estandar
(sMLH) y homocigosidad por locus (HL) se examin6 en 42 machos pertenecientes a dos
poblaciones de lince ibérico, Sierra Morena y Dofiana, y un grupo de machos hibridos

resultado de cruces entre individuos de estas poblaciones.

De acuerdo a lo anticipado, la heterocigosidad es mayor en el grupo de individuos
hibridos (tabla 4.40, figura 4.28) que en las poblaciones de origen (p<0,001). Por su parte,
la heterocigosidad en la poblacién de Sierra Morena es mayor que en la de Dofiana
(p=0,003). Cuando se observan los valores de homocigosidad por locus, se obtienen los
mismos resultados: mayor homocigosidad y, por tanto, menor variabilidad en Dofiana,

seguida de Sierra Morena y los individuos hibridos.

Estos indicadores moleculares de heterocigosidad sugieren una mayor endogamia
en la poblacién de Donana y revelan que los individuos hibridos tienen mayor

variabilidad genética.

Tabla 4.40 Variabilidad genética en los machos de las poblaciones de lince ibérico y sus hibridos.
Sierra Morena, n=24; Dofiana, n=8; Hibrido, n=10. Superindices iguales indican diferencias significativas
(p<0,05) entre columnas. Los valores son media * error estandar.

Sierra Morena Doflana Hibrido
sMLH 1,02 +£ 0,03 be 0,74 + 0,09 ab 1,45 + 0,06 ac
HL 0,52 + 0,02 be 0,65 + 0,04 ab 0,29 + 0,03 ac
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Figura 4.28 Distribucion de frecuencias de valores de heterocigosidad multilocus estiandar en
machos de las poblaciones de Sierra Morena, Doiiana y sus hibridos. Sierra Morena, n=24; Dofiana, n=8
; Hibridos, n=10.

4.4.2 Caracteristicas fenotipicas de dos poblaciones e hibridos de lince ibérico

Todos los rasgos fenotipicos mostraron valores mayores en los individuos
hibridos, aunque s6lo se observaron diferencias significativas en la altura de la cruz y la
longitud de la cabeza entre éstos y la poblacién de Sierra Morena (tabla 4.41). Los
animales hibridos fueron mas grandes (longitud total: 103,2 + 2,8 cm), con un peso
similar (peso corporal: 13,1 + 1,7 kg) que los individuos de Dofiana (longitud total: 100,2
* 3,5 cm, peso corporal: 13,2 + 1,5 kg). Estos ultimos fueron, a su vez, mas grandes que
los animales de Sierra Morena (longitud total: 98,82 * 1,2 cm, peso corporal: 12,2 + 2,1
kg).

El peso relativo de los testiculos siguié la misma tendencia: hibridos (21,2 x10-5 +

1,7 x10-5) > Doflana (21,1x10-> + 1,5 x10-%) > Sierra Morena (19,8 x10-> + 1,92x10-5).
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Tabla 4.41 Caracteristicas fenotipicas de los machos de las dos poblaciones de lince ibérico y sus
hibridos. Sierra Morena, n = 50; Dofiana, n = 10; Hibridos, n = 16. Superindices iguales indican diferencias
significativas (p<0,05) entre columnas. Los valores son media + error estandar. a) p=0,014; b) p=0,02.

Sierra Morena Dofiana Hibridos
Longitud total (cm) 98,80 + 0,9 100,21 +1,1 103,15+0,8
Longitud cabeza (cm) 17,96 +0,22 18,50+ 0,2 19,15+0,32
Longitud cuerpo (cm) 67,75 +0,8 68,44 + 0,7 70,46 + 1,4
Longitud cola (cm) 13,70+ 0,3 14,51+ 0,2 14,96 + 0,4
Perimetro toracico (cm) 45,33 +0,4 45,55 +0,5 46,65 + 0,60
Longitud tarso (cm) 16,87 +0,4 18,33+ 0,6 15,62 +0,5
Altura cruz (cm) 47,43 +0,6V 48,05+0,8 50,81+0,7b
Peso corporal (kg) 12,15+0,3 13,18 £ 0,46 13,12+ 0,4
Peso testiculos (g) 2,39+0,13 2,67 +0,2 2,81+0,2
PRT (x10-5) 19,44 +1,1 20,21+1,5 21,40+ 1,4

4.4.3 Calidad seminal de dos poblaciones de linces y los hibridos

La concentracion y el nimero total de espermatozoides en el eyaculado de los
individuos hibridos fue mayor que en los animales de las poblaciones de Sierra Morena y
Dofiana, aunque Unicamente la concentracién espermatica entre individuos hibridos y de
Sierra Morena alcanz6 diferencias significativas (Hibridos vs Sierra Morena, p=0,011;
Hibridos vs Dofiana, p=0,067). A su vez, estos parametros tuvieron valores mas altos en

la poblacién de Sierra Morena que en la de Dofiana (tabla 4.42).

Aun sin alcanzar diferencias estadisticamente significativas, la motilidad de los
individuos hibridos fue mejor en comparacion a la poblacion de Sierra Morena y, sobre
todo, en comparacién con la de Dofiana tanto en términos de porcentaje de células

moétiles como de calidad del movimiento de esos espermatozoides.
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Tabla 4.42 Caracteristicas espermaticas de los machos de las dos poblaciones de lince ibérico y sus
individuos hibridos. Sierra Morena, n = 49; Dofiana, n = 9; Hibridos, n = 14. Superindices iguales indican

diferencias significativas (p<0,05) entre columnas. Los datos son media + error estandar.

Sierra Morena Dofiana Hibridos
Concentracién (x10¢/ml) 13,38+ 2,12 12,20+ 2,9%P 28,21 £ 6,7 b
N2 total (x106) 4,4+0,8 389+14 4,55+0,9
% Maétiles 71,87 + 2,2 65,74+ 5,2 73,57 £4,3
Calidad 3001 29+0,2 3,0+0,1
SMI 66,02 +1,7 61,75+3,9 67,14+2,8
% Normales 32,59+ 1,4¢ 26,14 + 3,24 46,57 £2,9cd
% Cabezas anormales 795+1,2 4,96 +1,0 9,66 +2,1
% Cabezas sueltas 4,82 +0,8 7,64+27 4,33+1,2
% PM anormal 31,20+ 1,3 25,88 + 3,2 27,63 +2,1
% PP+PT anormal 23,14+ 1,4¢ 19,40 £2,8f 11,54 £ 1,8 ¢f
% Acrosomas intactos 51,35+3,1 46,85 + 8,4 50,87 +4,8
MQA 61,97 £1,7 57,60+ 5,3 62,58 3,3

El parametro de calidad seminal que mostré las mayores diferencias entre las dos
poblaciones y los individuos hibridos fue la teratospermia, medida como porcentaje de
espermatozoides normales (tabla 4.42). Los espermatozoides sin ningin tipo de
anomalia morfoldgica en los animales hibridos fueron el 46,57 + 2,9 % frente al 32,59 *
1,4 % en los animales de Sierra Morena (p<0,001) y el 26,14 * 3,2 % en los animales de
Dofiana (p<0,001). Las diferencias entre la poblacién de Sierra Morena y Dofiana no

fueron estadisticamente significativas.

El mayor grado de teratospermia en el lince ibérico se debi6 a la anomalias en el
flagelo, principalmente en la pieza media y las piezas principal y terminal. Los individuos
hibridos presentaron un menor porcentaje de anormalidades en la pieza principal y

terminal.
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4.4.4 Relacion entre heterocigosidad y parametros de calidad seminal

Cabe esperar que las diferencias de calidad seminal encontradas entre las dos
poblaciones de lince ibérico y los individuos hibridos estuvieran relacionadas con el
distinto grado de variabilidad genética ya que los rasgos seminales estan controlados por
muchos loci. Se exploraron estas posibles relaciones y se encontro6 que la heterocigosidad
multilocus estdndar se relacioné positiva y significativamente con los principales
parametros de calidad seminal vinculados a la producciéon de espermatozoides
(concentracion y namero total de espermatozoides) (tabla 4.43, figura4.29 Ay B)yala
motilidad y la morfologia espermatica (tabla 4.43, figura 4.29 C-F). El Uinico parametro

que no mostro una relacion con la variabilidad genética fue la integridad acrosémica.

Tabla 4.43 Relaciones entre variabilidad genética medida como heterocigosidad multilocus
estandar (sMLH) y parametros de calidad seminal del lince ibérico. Un asterisco y negrita indica
relacidn significativa p<0,05 y dos asteriscos y negrita indican relacidn significativa a p<0,01.

Coeficiente Pearson p valor

Concentracion (x10¢/ml) 0.333** 0.005
N¢ total (x10¢) 0.311%* 0.010
% Madtiles 0.244* 0.047
Calidad 0.300* 0.014
SMI 0.273* 0.025
% Normales 0.570** 0.000
% Cabeza anormal 0.098 0.466
% Cabeza suelta 0.005 0.972
% PM anormal -0.172 0.197
% PP+PT anormal -0.295%* 0.025
% Acrosomas intactos 0.005 0.972
MQA 0.181 0.174
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Figura 4.29 Relaciones entre variabilidad genética medida como heterocigosidad multilocus
estandar (sMLH) y parametros de calidad seminal del lince ibérico. A-F) Correlacion significativa;
ademas en A-C) regresion lineal significativa. A) Relacion entre heterocigosidad y n? total de
espermatozoides, R2=0,011, p=0,005. N°total=logN°total. B) Relaciéon entre heterocigosidad y
concentracion espermatica, R2=0,138, p=0,002. Concentracién=logConcentracion. C) Relacién entre
heterocigosidad y % de espermatozoides de morfologia normal, R?=0,540, p<0,001. D) Relacién entre
heterocigosidad y % de espermatozoides motiles, CC=0,244, p=0,047. E) Relacion entre heterocigosidad y
SM], CC=0,273, p=0,025. F) Relacidn entre heterocigosidad y % de espermatozoides con anormalidades en
las piezas principal y terminal, CC=-0,295, p=0,025.
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4.4.5 Morfometria y cinética espermaticas de linces de la poblacion de Sierra

Morenay los hibridos

Se examinaron las posibles diferencias morfométricas de los espermatozoides de
la poblacién de Sierra Morena y los individuos hibridos. No se encontraron diferencias
significativas entre estos dos grupos para ninguna de las dimensiones lineales ni para las

proporciones (tablas 4.44, 4.45, 4.46).

Tabla 4.44 Dimensiones lineales de espermatozoides de lince ibérico de la poblacion de Sierra
Morenay los hibridos. Sierra Morena, n=9; Hibridos, n=5. Los valores son media + error estandar. No hay
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Sierra Morena Hibridos
Longitud cabeza (um) 4,15+0,1 4,22 +0,1
Anchura cabeza (um) 2,48+ 0,0 2,46 +0,1
Longitud PM (um) 8,90+0,0 8,84+0,1
Longitud PP+TP (um) 45,79+ 0,5 4591+0,6
Longitud flagelo (um) 54,69 + 0,5 54,75+ 0,5
Longitud Total (um) 57,16 £ 0,5 57,21 +£0,5

Tabla 4.45 Proporciones entre componentes del espermatozoide de lince ibérico de la poblacion de
Sierra Morena y los hibridos. Sierra Morena, n=9; Hibridos, n=5. Los valores son media * error estandar.
No hay diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Sierra Morena Hibridos
Elipticidad 1,68 0,03 1,73+ 0,04
Elongacion 0,25+0,01 0,26 +0,01
PM/PP+PT 0,19 £ 0,00 0,19 + 0,00
PM/F 0,16 £ 0,00 0,16 £ 0,00
LC/F 0,08 £ 0,00 0,08 0,00
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Tabla 4.46 Porcentajes entre componentes del espermatozoide de lince ibérico de la poblacién de
Sierra Morena y los hibridos. Sierra Morena, n=9; Hibridos, n=5. Los valores son media + error estandar.
No hay diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Sierra Morena Hibridos
% Cabeza 7,25%0,1 7,38+0,1
% PM 15,58+ 0,1 15,46 + 0,2
% PP + PT 80,08 £ 0,2 80,24 £0,3
% PM (sobre flagelo) 16,29+ 0,1 16,16 + 0,3
% PP+PT (sobre flagelo) 83,71+0,1 83,84 +0,3

Igualmente, se examinaron las posibles diferencias en cinética espermatica entre
la poblacién de Sierra Morena y los individuos hibridos. Los espermatozoides de estos
ultimos tendieron a ser mas rapidos para los tres descriptores de velocidad, pero las
diferencias s6lo alcanzan la significacion estadistica para la velocidad curvilinea (VCL)
(tabla 4.47). La amplitud del desplazamineto lateral de la cabeza fue mayor en los
individuos hibridos (p=0,014) y lo mismo se observé con la frecuncia de cruce del flagelo

(BCF).

Tabla 4.47 Descriptores de cinética de los espermatozoides de lince ibérico de la poblacion de
Sierra Morenay los hibridos. Sierra Morena, n=9; Hibridos, n=5. Superindices iguales indican diferencias
significativas (p<0,05) entre columnas. Los valores son media # error estandar, a) p=0,050; b) p=0,014

Sierra Morena Hibridos

VCL (um/s) 62,014,552 72,83 +3,9a
VSL (um/s) 47,42 + 4,4 55,02 +3,3
VAP (um/s) 54,02 + 4,4 63,32+3,9
LIN 73,36 +1,7 73,33+1,7
STR 84,76 £ 1,4 84,36 +1,1
WOB 85,87 £0,8 85,84 +1,1
ALH (um/s) 2,20+ 0,03? 2,44+0,07"b
BCF (Hz) 6,43 +0,4 6,95+0,1
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Las subpoblaciones en el eyaculado de hibridos y linces de Sierra Morena
mostraron ligeras diferencias que so6lo son estadisticamente significativas en el
porcentaje de la subpoblaciéon 2 de natacion (p=0,048), es decir, la subpoblaciéon con

espermatozoides con cierta progresion pero lentos (figura 4.30, B).
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Figura 4.30 Porcentaje de las subpoblaciones de morfometria (A) y natacion (B) que
componen el eyaculado de linces de Sierra Morena e hibridos. Los asteriscos indican diferencias
significativas (p=0,048).

4.4.6 Exito reproductivo de dos poblaciones de lince ibérico e hibridos

Se analiz6 el éxito reproductivo de machos de cada una de las poblaciones de lince
ibérico y de los hibridos en el periodo comprendido entre los anos 2005 y 2016.

Unicamente se consideraron emparejamientos entre individuos mayores de 3 afios.

Los indicadores de fertilidad de machos de la poblacién de Dofiana fueron altos en
comparacién con los de Sierra Morena y los hibridos (tabla 4.48). Estos datos deben
tomarse como preliminares teniendo en cuenta que seria necesario un mayor nimero
muestral de machos de Doflana para confirmar la tendencia de los resultados de esta

poblacidn.

El porcentaje de prefiez, el tamafio de camada y el porcentaje de cachorros que
sobrevive al destete (tres meses desde el nacimiento) fueron significativamente mayores

en los individuos hibridos que en la poblacién de Sierra Morena (tabla 4.48).
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Tabla 4.48 Exito reproductivo de machos de las poblaciones de Sierra Morena y Doiiana y sus
hibridos. Sierra Morena, n = 30; Dofiana, n = 3; Hibridos, n = 13. Los valores son media + error estandar.
Superindices iguales indican diferencias significativas (p<0,05) entre columnas. a) p<0,001; b) p=0,005; c)
p<0,001; d) p=0,010; e) p=0,002; f) p=0,001; g) p=0,019; h) p=0,020.

Sierra Morena Dofana Hibrido
N¢ cépulas / hembra 21,60 £ 1,22 43,83 +9,9ab 27,86 + 2,0b
% Prefiez 74,94 + 5,7¢d 100,00 £ 0,0¢ 96,15 + 2,64
Tamano camada 1,76 £ 0,2¢ 2,83+1.3 3,02 +0.2¢
% Supervivencia 65,00 £ 6,9 fe 97,22 +4,8fh 72,74 +7,3 sh
Sex ratio 1,35+0,2 1,5+0,5 0,99+0,2

Cuando se examinaron las relaciones entre parametros de fertilidad, se
encontraron relaciones significativas entre el nimero de veces que un macho copulé con
una hembra y el porcentaje de hembras que quedaron prefiadas (p=0,032) y el tamafio
de la camada (p=0,007) (tabla 4.49, figura 4.31 A, B). Ademas, se observé una correlaciéon
positiva y significativa entre el porcentaje de prefiez y el tamafio de camada (p=0,005)
(tabla 4.49, figura 4.31 C). Por otro lado, el tamafio de camada también se relacioné
positivamente con el porcentaje de supervivencia de los cachorros a los tres meses de

vida (p=0,009) (tabla 4.49, figura 4.31 D).

Tabla 4.49 Relacion entre parametros de fertilidad de machos del lince ibérico. Coeficiente de
Pearson para variables con distribucién normal y coeficiente de Spearman para no normal. Un asterisco y
negrita indica relacidn significativa p<0,05. Dos asteriscos y negrita indican relacién significativa p<0,01.

Copulas Cachorros Sex %
% Prefiez
totales/hembra totales/hembra Ratio Supervivencia
N2 copulas totales/hembra 1,000 0,314* 0,386** -0,061 0,058
% Prefiez 1,000 0,765** -0,340* 0,555**
Cachorros totales/hembra 1,000 -0,309 0,462**
Sex ratio 1,000 -0,306
% Supervivencia 1,000
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Figura 4.31 Relaciones entre parametros de fertilidad masculina del lince ibérico. A) Relacion entre
numero de cépulas por hembra y porcentaje de prefiez, R2=0,090, p=0,043. B) Relacién entre ndmero de
copulas por hembra y el nimero de cachorros por hembra, R2=0,127, p=0,015. C) Relacidn entre porcentaje
de prefiez y numero de cachorros por hembra, R2=0,623; p<0,001; D) Relacion entre cachorros totales por
hembra y porcentaje de supervivencia de los cachorros al destete, R2=0,250; p<0,001.

Cuando se examind la relacién entre el éxito reproductivo masculino y la
variabilidad genética de los animales del estudio, segin la informacién de
heterocigosidad, no se observaron correlaciones significativas. Sin embargo, cuando se
examinaron conjuntamente el grupo de Sierra Morena (n=19) y el de los hibridos (n=6),
sin los tres animales de Dofiana, se encontré una relacidn positiva y significativa entre la
heterocigosidad multilocus estandar de los machos y el porcentaje de hembras prefiadas,
asi como el tamafio de camada (numero de cachorros totales por hembra) (figura 4.32,

A-B).
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Ademas, en el grupo de mayor tamafio muestral (Sierra Morena n=19), se observo

una asociacidn significativa entre heterocigosidad multilocus estandar de los machos y

porcentaje de supervivencia de los cachorros (figura 4.32, C).
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Figura 4.32 Relaciones entre parametros de fertilidad y variabilidad genética de los machos.
Heterocigosidad: heterocigosidad multilocus estandar. A) Relacién entre heterocigosidad de machos de
Sierra Morena e hibridos y porcentaje de prefez, R?=0,170, p=0,045. B) Relacion entre heterocigosidad de
machos de Sierra morena e hibridos y cachorros totales por hembra, R?2=0,357, p=0,002. C) Relacién entre
heterocigosidad de los machos de Sierra Morena y supervivencia de sus cachorros, R2=0,249, p=0,041.
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4.4.7 Relaciones entre fertilidad y calidad seminal

Se examino la relacion entre la calidad seminal y el éxito reproductivo de los

machos de lince ibérico en la misma temporada reproductora.

La concentracidn espermatica y el nimero total de espermatozoides del eyaculado
se relacionaron significativamente con el nimero de cépulas (p=0,003 y p=0,006,
respectivamente). Ademas, estos paradmetros seminales también se relacionaron con el
tamafo de la camada de manera que machos con mayor produccion de espermatozoides

obtuvieron mas descendencia (tabla 4.50, figura 4.33).

El tamafio de camada también se relacion6 con el porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales (p=0,031) (tabla 4.50, figura 4.33). No se observaron
relaciones entre el porcentaje de supervivencia de los cachorros a los tres meses ni el

sexo de la descendencia con ninguno de los parametros seminales analizados.

Tabla 4.50 Relacion entre fertilidad y rasgos de calidad seminal del lince ibérico. Coeficiente de
Pearson para variables con distribucién normal y coeficiente de Spearman para no normal. Un asterisco y
negrita indica relacidn significativa p<0,05. Dos asteriscos y negrita indican relacién significativa p<0,01.
N=30. PRT: peso relativo de los testiculos.

% machos/

N2 Cépulas N2 cachorros % Supervivencia

camada
PRT -0,132 -0,047 -0,228 -0,172
Concentracion 0,521** 0,373* -0,102 -0,033
N2 Total 0,492** 0,435* -0,195 0,077
% Motiles 0,077 -0,019 0,051 0,034
Calidad -0,008 0,006 -0,036 0,498
SMI 0,046 -0,009 0,013 0,648
% Normales 0,080 0,394* 0,192 0,060
% Acrosomas intactos -0,018 -0,080 0,127 0,756
MQA 0,098 -0,001 0,147 0,825
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Figura 4.33 Relaciones entre rasgos seminales y parametros de fertilidad de machos de lince
ibérico. A) Relacidn entre niimero de cépulas y concentracion de espermatozoides, (R?2=0,272, p=0,003). B)
Relacién entre nimero de cépulas y nimero total de espermatozoides (R2=0,242, p=0,006). C) Relacion
entre tamafio de camada y concentraciéon de espermatozoides (R?=0,178, p=0,020). D) Relacion entre
tamafio de camada y nimero total de espermatozoides (R2=0,292, p=0,002). E) Relacion entre tamafio de
camada y porcentaje de espermatozoides morfol6gicamente normales (R?=0,155, p=0,031).
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4.5 Conservacion de semen de lince mediante refrigeracion

4.5.1 Parametros seminales

El semen obtenido de 6 individuos de lince ibérico se utiliz6 para evaluar la
supervivencia de los espermatozoides en 3 medios distintos a 3 temperaturas diferentes;

es decir, un total de 9 tratamientos.

Las caracteristicas seminales de las muestras de cada uno de los machos se
presentan en la tabla 4.51. En esta serie experimental el volumen de semen obtenido fue
menor que el promedio de la especie, tal como se observé en muestreos previos (tabla
4.52). También el nimero de espermatozoides totales estuvo por debajo de la media,
entre 0,10 - 3,25 x10°¢ espermatozoides. De todos modos, los demas parametros
seminales estuvieron de acuerdo a los valores de la especie identificados con
anterioridad. La motilidad espermadtica estuvo en el rango 60-85% y la calidad del
movimiento entre 2,5 y 3,5. Los seis animales presentaron un porcentaje bajo de
espermatozoides morfolégicamente normales, tal y como ocurre en esta y otras especies
de felinos. La integridad acrosémica varié entre el 52 y 79%, siendo algo mas elevada que
el promedio de acrosomas intactos para la especie. Es posible que la eficiencia de la
recoleccidn de semen en esta serie experimental haya disminuido ligeramente, tal como
se evidencia por el nimero total de espermatozoides, aunque esto no incidié en la calidad

del semen obtenido.

Tabla 4.51 Parametros seminales del semen fresco de los seis individuos de lince ibérico del
estudio.

1 2 3 4 5 6
Volumen eyaculado (ul) 120,0 85,0 55,0 100,0 115,0 100,0
Concentracion (x103/pl) 11,40 9,15 5,83 32,50 4,83 1,15
N2 total (x10¢) 1,38 0,78 0,32 3,25 0,56 0,10
% Motiles 65 85 85 80 60 70
Calidad movimiento 3,0 3,5 3,5 3,5 2,5 2,0
% Normales 39 51 52 36 35 39
% Acrosomas intactos 68 79 52 68 60 65
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Tabla 4.52 Parametros de calidad seminal de los seis animales utilizados en este ensayo y media
representativa de la especie. Los valores son media + error estandar.

Media Ensayo Media Especie (*)

Peso corporal (kg) 13,82 +0,6 12,83 +0,2
PRT (x10-%) 1,47 £0,1 2,04£0,1
Volumen eyaculado (ul) 95,83 +9,6 295,29 + 23,8
Concentracién (x103/ul) 10,81 + 4,5 16,12 +2,0

N2 total espermatozoides (x106) 1,07 £ 0,4 4,32 +0,6

% Motiles 74,17 +4,3 71,43 +1,8
Calidad movimiento 3,00£0,2 3,0+x0,1

% Normales 42,00+ 3,1 34,62 +1,4

% Acrosomas intactos 65,33 +3,7 49,60 + 2,5

(*) Media representativa de la especie (n=72), datos obtenidos entre 2005y 2016.

4.5.2 Efecto de la temperatura y medio de conservacion sobre la motilidad de los

espermatozoides.

Se estudiaron los cambios en la motilidad de los espermatozoides de lince ibérico
extraidos por electroeyaculaciéon, incubados en diversos medios y a diferentes
temperaturas. Los espermatozoides se lavaron mediante centrifugacidn, se suspendieron
en tres medios de incubacién, Ham’s F10, TEST sin glicerol y TEST con 4% de glicerol, y
se conservaron a tres temperaturas, 5 °C, 15 °C y 22 °C. La motilidad se estimé en
momentos clave del proceso: en el semen fresco (T0), tras la adicién del medio (T1) y tras
la refrigeracion (T2); y durante las 24 horas siguientes en las que la muestra se mantuvo

ala temperatura de interés.

Los resultados mostraron que la incubacion a temperatura ambiente (22 °C)
permite mantener el porcentaje de espermatozoides matiles alrededor del 50% con una
calidad del movimiento por encima de 2.0 hasta las 3 horas después de la refrigeracion
en los tres medios empleados (figura 4.34. A y B). A partir de este momento, la motilidad

de los espermatozoides en el medio TEST con 4% de glicerol disminuye, tanto en
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porcentaje de métiles como en la calidad de su movimiento. A temperatura ambiente (22
°C), en los medios Ham’s y TEST sin glicerol (0%) se conserva un 36% de
espermatozoides mdtiles a las 9 horas de la refrigeracion llegando a mantener una media

del 20% de espermatozoides métiles con un valor de 1,5 de calidad del movimiento.

En condiciones de temperatura a 15 °Cy 5 °C, los espermatozoides incubados en
medio Ham'’s F10 experimentan un descenso brusco de la motilidad desde el momento
de iniciar la refrigeracién. La caida de 1a motilidad a 5 °C es mucho mas pronunciada para
los tres medios que a 15 °Cy 22 °C, siendo los espermatozoides en el medio Ham’s F10

los mas afectados a esta temperatura (figura 4.34. C-F).

Entre el semen fresco (T0) y la adicion del medio (T1) se observé una pérdida de
motilidad en todos los tratamientos, aunque las diferencias entre ellos no fueron
significativas. El medio Ham’sa 15 °Cy 5 °C sufre una reduccion drastica en el porcentaje
de espermatozoides mdtiles, pero seria necesario un mayor tamafio muestral para
evaluar estas diferencias. En todos los tratamientos la pérdida de porcentaje de
espermatozoides métiles, calidad del movimiento y SMI es significativa en el tiempo

(p<0,001).

Durante el proceso de refrigeracion, desde que se afiadi6 el medio (T1) hasta que
se alcanzé la temperatura objetivo (T2), se observo una pérdida de motilidada 15°Cy 5
°C que no se dio a 22 °C, aunque esta disminucion no alcanza significacion estadistica. A
partir de ese momento, la motilidad de los espermatozoides comenz6 a decaer en distinto
grado en funcién del tratamiento. A 22 °C, los medios Ham’s F10 y TEST sin glicerol
mantuvieron un 50% de espermatozoides moétiles a las 9 horas de la refrigeracion (figura
4.34 A) y una calidad de movimiento entre 1,5 y 2 (figura 4.34 B). Por su parte, los
espermatozoides en el medio TEST con 4% de glicerol sufrieron una pérdida de motilidad

mas acusada a partir de las 3 horas de incubaciéon a 22 °C.
La incubacién a 15 °C en medios TEST con y sin glicerol mantuvo la motilidad de

los espermatozoides a las 24 horas ligeramente mejor que los medios Ham’s y TEST 0%

a 22 °C, aunque las diferencias no son estadisticamente significativas (figura 4.34 C, D).
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Las muestras incubadas a 5 °C sufrieron una pérdida de motilidad mucho mayor
en los tres medios que las muestras incubadas a mayor temperatura, tanto en porcentaje
de espermatozoides métiles como en calidad del movimiento. Al observar el SMI, indice
que integra ambos parametros, se vio que, a las 9 horas, los espermatozoides a 22 °C
conservaron el 60,7% de la motilidad inicial del semen fresco en el medio Ham’s F10 y un
46,4% en el medio TEST sin glicerol (figura 4.35 A). A 15 °C, los medios TEST con y sin
glicerol mantuvieron un 38,8% y 35,3% de su motilidad inicial, respectivamente (figura
4.35 B). A 5 °C ninguno de los medios TEST lleg6 a mantener un 20% de su motilidad
inicial (19,6% TEST 4% y 14,9% TEST 0%) (figura 4.35 C).

En resumen, el tratamiento que tuvo una tendencia a mantener mejor la motilidad
de los espermatozoides desde que se procesaron (lavado y adiciéon del medio) hasta las 9
horas siguientes fue la incubacién a 22 °C en medio Ham'’s F10. En este periodo se perdié
un 15,9% de la motilidad (% de SMI) (figura 4.36 A), lo que supone una tasa de pérdida
de motilidad por hora de un 1,8% (tabla 4.53). Los valores de motilidad en este
tratamiento a las 9 horas no son diferentes estadisticamente a los obtenidos con el TEST
0% a 22 °C. A las 24 horas, la motilidad de los espermatozoides a 22 °C en Ham's F10 y
TEST 0% y a 15 °C en los dos medios TEST es similar.
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Figura 4.34 Efecto de la temperatura en la motilidad de espermatozoides (% métiles y calidad de
su movimiento) de lince ibérico incubados en 3 medios: Ham’s F10, Test 0% glicerol y Test 4%
glicerol. A-B) Espermatozoides incubados a 22 °C. C-D) Espermatozoides incubados a 15 °C. E-F)
Espermatozoides incubados a 5 °C. Momentos de evaluacién del semen: T0, semen fresco; T1, adicién del
medio; T2, tras alcanzar temperatura de incubacidn; T2+3, a las 3 horas de T2; T2+6:,a las 6 horas de T2;
T2+9, alas 9 horas de T2; T2+24, a las 24 horas de T2.
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Figura 4.35 Efecto de la temperatura en el indice de motilidad espermatica (SMI) de lince ibérico
incubados en 3 medios: Ham’s F10, Test 0% glicerol y Test 4% glicerol. Los valores son porcentaje de
SMI respecto al T0=100%. TO: semen fresco. T1: adicién del medio. T2: tras alcanzar temperatura de
incubacion. 1-24: horas transcurridas desde T2. Medidas tomadas a TO, T1, T2, T2+3 horas, T2+6 horas,
T2+9 horas y T2+24 horas. A) Porcentaje del SMI desde TO en espermatozoides incubados a 22 °C. B)
Porcentaje del SMI desde TO en espermatozoides incubados a 15 °C. C) Porcentaje del SMI desde TO en
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Figura 4.36 Pérdida de motilidad en tratamientos de incubacién de espermatozoides. Los valores
son porcentaje de SMI respecto al T0=100%. Linea en rojo indica el porcentaje de motilidad (SMI) perdido
desde T1 a T2+9h. TO: semen fresco. T1: adicion del medio. T2: tras alcanzar temperatura de incubacion. 1-
24: horas transcurridas desde T2. Medidas tomadas a TO, T1, T2, T2+3 horas, T2+6 horas, T2+9 horas y
T2+24 horas. A) Porcentaje de SMI desde TO en espermatozoides incubados a 22 °C en medio Ham'’s F10.
B) Porcentaje de SMI desde TO en espermatozoides incubados a 22 °C en medio TEST sin glicerol. C)
Porcentaje de SMI desde TO en espermatozoides incubados a 15 °C en medio TEST sin glicerol. D) Porcentaje
de SMI desde TO en espermatozoides incubados a 15 °C en medio TEST con glicerol al 4%. E) Porcentaje de
SMI desde TO en espermatozoides incubados a 5 °C en medio TEST sin glicerol. F) Porcentaje de SMI desde
TO en espermatozoides incubados a 5 °C en medio TEST con glicerol al 4%.

155



Resultados

Tabla 4.53 Tasa de pérdida de motilidad por hora para los principales tratamientos de
conservacion de espermatozoides en refrigeracion. Pérdida de motilidad/hora expresada en
porcentaje de disminucion del indice de motilidad espermatica (SMI) desde T1 hasta T2+9, tomando como
referencia T0=100% de motilidad.

Temperatura Medio Tasa Pérdida de motilidad/hora
22°C Ham’s F10 1,8 %
22°C Test 0% glicerol 4,0%
15°C Test 0% glicerol 4,9 %
15°C Test 4% glicerol 4,3 %
5°C Test 0% glicerol 7,0 %
5°C Test 4% glicerol 6,4 %
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5. DISCUSION

5.1 Aspectos generales

La estrategia ideal para la conservacion de una especie amenazada es la
conservacion in situ mediante la proteccion y restauracion del habitat. Sin embargo, no
siempre es factible eliminar o minimizar los problemas que afectan o amenazan a la
supervivencia de las poblaciones naturales. En el caso de las gacelas del norte de Africa,
gacela dama, gacela dorcas y gacela de Cuvier, sus principales amenazas son la caza
furtiva y la reduccién y fragmentacion de sus habitats debido a la expansiéon de la
agricultura y la ganaderia. En el caso del lince ibérico, sus principales amenazas son la
fragmentacion de sus habitats mediante infraestructuras como carreteras, la destruccion
del matorral mediterraneo, la expansién de la agricultura, las fluctuaciones en las
poblaciones de conejo y los brotes ocasionales de enfermedades infecciosas. Ademas,
cuando se entra en accién para conservar una especie, sus poblaciones habitualmente se
han reducido considerablemente, han mantenido un tamafio reducido durante un tiempo
prolongado, y se han producido apareamientos entre individuos emparentados, que da

lugar a la endogamia.

Laendogamiay reduccién del nimero de individuos llevan a la expresion de genes
deletéreos que afectan a la supervivencia, ala adaptacion, a la resistencia a enfermedades
y a la reproduccion. Es lo que se conoce como depresién por consanguinidad. Los
programas de cria en cautividad suelen crearse cuando las especies se encuentran ya en
situacidn critica, tal como ocurrié con los programas de cria del lince ibérico y la gacela
dama, y en menor medida con las gacelas dorcas y de Cuvier. Por tanto, sus individuos
fundadores proceden de poblaciones reducidas que pueden ya estar afectados por algun

tipo de depresion por endogamia.

La reproduccion es clave en la dindmica poblacional de las especies. La salud
reproductiva es especialmente crucial para la supervivencia de las especies en peligro de
extincidon ya que tanto la fertilidad masculina como la femenina se ven afectadas por la

depresion por endogamia (Slate et al. 2000, Fitzpatrick y Evans 2009). Desde el punto de
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vista de los esfuerzos de conservacidn, la reproduccién también tiene un papel esencial
gracias a las técnicas de reproduccion asistida que permiten conservar y, potencialmente,

promover la variabilidad genética de poblaciones amenazadas.

Uno de los principales determinantes de la fertilidad masculina es la calidad de los
espermatozoides y su capacidad para fecundar. Una manera de analizar determinantes
de fertilidad es mediante estudios de calidad espermatica, examinando pardmetros de
morfologia y parametros funcionales y valorando su posible impacto sobre la fertilidad.
Aun en casos en los que no sea posible realizar valoraciones directas sobre la fertilidad,
los analisis de calidad seminal son de gran utilidad dado que existe una relaciéon bien
conocida entre varios parametros espermaticos y la fertilidad de los machos en
diversidad de especies. El andlisis de la calidad espermatica engloba cominmente la
evaluacion de la concentracién y nimero total, la motilidad, 1a morfologia y la integridad
acrosémica de los espermatozoides. Es cada vez mas frecuente el uso de técnicas
objetivas de andlisis asistidas por ordenador (CASA) para evaluar la morfologia y las
caracteristicas de la natacion de los espermatozoides. Estas técnicas comenzaron su
aplicacion en animales domésticos y su uso atn es limitado en el andlisis seminal en
especies silvestres. En este trabajo se han implementado técnicas de andlisis por CASA
para evaluar las caracteristicas espermaticas de cuatro especies de mamiferos

amenazados.

Las técnicas de reproduccion asistida requieren un conocimiento profundo de la
biologia de los espermatozoides para que puedan utilizarse con éxito. Se ha demostrado
la especificidad de las tecnologias de la reproduccidn sobre la base de que existe una gran
diversidad de pardmetros y mecanismos reproductivos. De todos modos, existen algunas
similitudes entre especies filogenéticamente préximas por lo que se puede recurrir a
informacion de modelos animales. Por ejemplo, se ha visto la ventaja de adaptar
protocolos de criopreservacion de gato doméstico a linces (Gafian et al. 2009a) o la
posibilidad de utilizar métodos de evaluacion de semen a partir de los métodos de tincién

de espermatozoides que, por ejemplo, son diferentes para ungulados y felinos.

Por tanto, el estudio de los espermatozoides tiene una doble aplicaciéon: (a) como

determinante de fertilidad masculina e indicador del impacto de factores internos o
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genéticos (endogamia) o factores externos (procesos infecciosos o nutricionales), lo que
permite tomar decisiones en el manejo de los programas de cria en cautividad, y (b) como
herramienta para el desarrollo, optimizacién y aplicacion de técnicas de reproducciéon

asistida que facilitan el flujo génico y ayudan a la conservacion de las especies en peligro.

Esta tesis se propuso caracterizar y valorar parametros de morfologia y natacion
de los espermatozoides de una serie de especies amenazadas con el fin de aportar
conocimiento a su biologia espermadtica y reproductiva, examinar el impacto de la
variabilidad genética y otros factores externos, como enfermedades, sobre la calidad
espermatica y en el éxito reproductivo. Ademas, se realizé un estudio de condiciones de
conservacién de espermatozoides de lince ibérico con el fin de establecer un método de

aplicacion directa en inseminacién artificial.

En una primera parte de esta tesis se han analizado los parametros espermaticos
de cuatro especies amenazadas de mamiferos con especial detenimiento en morfometria
y cinética espermatica. En una segunda parte se han examinado factores que afectan a la
calidad espermatica: factores internos como la variabilidad genética en gacelas y linces,
y factores externos, como la enfermedad renal crénica, en el caso del lince. En una tercera
parte, se ha abordado el primer intento de conservacion de espermatozoides de lince

mediante refrigeracidn.

5.2 Parametros espermaticos: Calidad seminal, morfometria y cinética

Con el fin de evaluar la calidad seminal de cuatro especies de mamiferos
amenazados se han examinado rasgos tipicos del eyaculado como concentracion
espermatica y numero total de espermatozoides, motilidad, morfologia, viabilidad e
integridad acrosémica y, ademas, se han analizado las dimensiones y proporciones de los

componentes del espermatozoide y evaluado su cinética espermatica.

Los resultados del analisis de calidad seminal de las tres especies de gacelas, G.
cuvieri, N. dama y G. dorcas, evidencian las diferencias especificas de los rasgos seminales.
Los principales puntos de vista para explicar las diferencias en los rasgos del eyaculado

de individuos de diferentes especies suelen ser el tamafio corporal, la competiciéon
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espermatica o la consanguinidad. Algunos estudios apuntan a un aumento en el nimero
de espermatozoides y volumen del eyaculado como respuesta a un tracto reproductivo
femenino en especies grandes respecto a otras mas pequeifias (Harcourt et al. 1981, Short
1981, Liipold 2013). Nuestros resultados muestran que la especie de mayor tamafio
corporal, la gacela dama, es la especie con el mayor volumen seminal y namero total de
espermatozoides mas elevado. Estas variables seminales siguen la misma tendencia en
las otras dos especies de gacelas del estudio, de manera que G. dorcas, 1a especie de menor
tamafo, es la que muestra menor volumen de semen y nimero de espermatozoides,
aunque las diferencias en estos dos rasgos seminales no llegan a ser significativas. Sin

embargo, los demds parametros seminales no siguen esta tendencia.

Numerosos estudios han examinado la implicacién de la competiciéon espermatica
en la calidad seminal y establecen el peso relativo de los testiculos como un indicador de
la intensidad de la competicion (Harcourt et al. 1981, Roldan et al. 1992, Gomendio et al.
1998, Roldan 2019). Segun esta hipdtesis, las diferencias en calidad seminal entre las
especies de nuestro estudio seguirian la tendencia, de mayor a menor calidad: G. dorcas,
G. cuvieri y N. dama. Sin embargo, los resultados indican una mejor calidad en G. dorcas,
seguido de N. dama y una calidad significativamente peor en G. cuvieri que hace que los
resultados no sean consistentes con laidea de una asociaciéon con niveles de competiciéon
espermatica. Estos resultados son consistentes con estudios previos en los que se han
examinado los rasgos seminales de estas tres especies (Cassinello et al. 1998, Roldan et
al. 1998, Gomendio et al. 2000, Garde et al. 2003, Ruiz-Lépez et al. 2010). Por dltimo, las
diferencias en las tres especies son consistentes con posibles efectos de la
consanguinidad, ya que en nuestros resultados encontramos una tendencia clara de
asociacién entre los parametros espermaticos y el coeficiente de consanguinidad de las

tres especies.

La formay la funcion de las células estan estrechamente ligadas, especialmente en
células tan especializadas como los espermatozoides, en las que el disefio cumple, entre
otras, una funciéon hidrodindmica que tiene incidencia, en tltima instancia, en la fertilidad
masculina. El disefio de las células espermaticas, la variedad de tamafios y formas, parece
influir en su cinética (Malo et al. 2006, Humpries et al. 2008, Tourmente et al. 2011) y,

ambas caracteristicas en conjunto afectan al éxito reproductivo. Sin embargo, no esta
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claro aun cémo el disefio celular influye en la velocidad del espermatozoide (Simmons y
Fitzpatrick 2012) por lo que este es, en la actualidad, un tema que despierta mucho

interés y esfuerzo.

En este trabajo hemos examinado las caracteristicas morfométricas y cinéticas de
cuatro especies de mamiferos, tres ungulados y un felino, y supone la primera
aproximacion del estudio de estos parametros espermadticos para el lince ibérico.
Ademas, el estudio de subpoblaciones en el eyaculado de estas especies aporta una nueva

perspectiva en el conocimiento de los parametros espermaticos de las cuatro especies.

Nuestros resultados muestran que los espermatozoides de las gacelas de Cuvier y
dama tienen una cabeza aplanada dorso-ventralmente mientras que la forma de la cabeza
de la gacela dorcas es ovalada. Ambas formas de cabeza se encuentran en los
espermatozoides de otras especies de la familia Bovidae (Morgenthal 1967, Downing-
Meisner et al. 2005). Las cabezas de los espermatozoides de G. cuvieri y N. dama
comparten la forma de “pala” y tamafio similar aunque la de G. cuvieri es mas eliptica. El
espermatozoide de gacela dama es el mas corto pero con una mayor proporcion de la
longitud de la cabeza respecto alalongitud total de la célula. G. dorcas tiene la cabeza mas
pequefia y ovalada y una pieza principal mas larga en proporcién a su tamaifio total. El
espermatozoide de G. cuvieri es el mas largo y con la cabeza mas eliptica. Hay pocos
estudios que describan las caracteristicas morfométricas de los espermatozoides de estas
tres especies de gacela; no obstante, existen en la literatura datos previos que estan en
linea con nuestros resultados. Cassinello et al. exploran las dimensiones de la cabeza de
los espermatozoides de estas especies por primera vez en 1998. Y, mas adelante, O’'Brien
et. al (2019) estudiaron el efecto de distintas técnicas de criopreservaciéon en la

morfometria de cabeza de la gacela dama.

Los resultados del analisis morfométrico del lince ibérico muestran un
espermatozoide mas pequefio que el de los ungulados. El menor tamafio se debe
principalmente a una cabeza mas pequefa que no llega a compensarse con la mayor
longitud de las piezas principal y terminal del lince. Estos resultados son los primeros en
caracterizar la morfometria del espermatozoide de lince ibérico. Existen estudios

morfométricos del espermatozoide de varias especies de felinos silvestres: guepardo,
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Acinonyx jubatus, y tigrillo, Leopardus tigrinus tigrinus (Anderson et al. 2005), tigre,
Panthera tigris (Cummings y Woodall 1985), jaguar, Panthera onca (Silva et al. 2019) y
puma, Puma concolor (Cucho et al. 2016). Asimismo, se ha estudiado la morfometria de
los espermatozoides de gato doméstico (Felis catus) (Gutiérrez-Reinoso y Garcia-
Herreros 2016, de Sousa-Barbosa et al. 2019, Pintus et al. 2021). Las dimensiones del
espermatozoide del lince ibérico y de estos otros felinos son similares con longitudes de
cabeza en el rango de 4,12-4,9 um, anchura de cabeza entre 2,25-3,60 um, longitud de

pieza media entre 7,67-10,33 um y una longitud total entre 52,51 y 59,50 um.

La mayoria de estudios de morfometria se centran en la cabeza del
espermatozoide. Sin embargo, la morfologia del flagelo y las proporciones entre
componentes de cabeza y flagelo tienen también implicaciones importantes en la funcién
del espermatozoide (Gomendio y Roldan 2008, Garcia-Vazquez et al. 2016). Nuestros
resultados revelan diferencias en las proporciones de las partes del espermatozoide
entre las cuatro especies estudiadas que entran dentro de la variacion interespecifica
encontrada en otros estudios. Tourmente et al. (2011) estudiaron la morfometria del
espermatozoide de 226 especies de mamiferos en los que la longitud de la cabeza
respecto a la longitud total de la célula suponia una media del 9,4%, la pieza media

representaba un 19,9% del total del espermatozoide y la pieza principal un 70,5%.

Varios autores han examinado la relacion entre tamafio y forma del
espermatozoide con su capacidad natatoria en estudios interespecificos e
intraespecificos (Gomendio y Roldan 1991, 2004, Gage et al. 2002, Gémez-Montoto et al.
2011). Un flagelo largo puede proporcionar mas fuerza propulsora (Gomendio y Roldan
1991), una pieza media mas larga puede generar mas energia al alojar mayor niimero de
mitocondrias (Anderson y Dixon 2002, Anderson et al. 2005) una pieza principal mas
larga en mamiferos puede también producir mas energia mediante glicolisis (Miki et al.
2004). Cabezas elongadas pueden ofrecer menos resistencia al movimiento (Malo et al.
2006, Tourmente et al. 2011) y aumentar la eficiencia de la natacién, especialmente si la
proporcion de la cabeza es pequefia en relacion a la longitud del flagelo (Humphries et al.
2008, Tourmente etal. 2011). El analisis realizado sobre las relaciones entre morfometria
y velocidad de los espermatozoides de las tres especies de gacela conjuntamente, mostré

que a mayor tamafio de cabeza la velocidad de los espermatozoides disminuye,
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especialmente cuando aumenta la anchura de la cabeza. Cuando la anchura de la cabeza
disminuye en proporcién a su longitud, es decir, cuando aumenta la elongacion de la
cabeza, la velocidad aumenta y, también, la progresion del movimiento, al aumentar los
valores de linealidad y frecuencia de cruce del flagelo. Se encontré también que, al
aumentar la proporcion de la cabeza en relacion al flagelo o a la longitud total de la célula,
disminuye la velocidad, mientras que si aumenta la proporcién de la pieza principal, la

velocidad aumenta.

Sin embargo, cuando se analiz6 la relacion entre tamafio y forma del
espermatozoide y de su cinética a nivel intraespecifico no se encontraron las
asociaciones en lince ibérico ni el gacela dama. S6lo en gacela dorcas se encontr6 una
relacién directa entre la elongacién de la cabeza y la velocidad curvilinea, posiblemente
debido a la distinta forma de la cabeza de esta especie, en forma de esferoide prolato
aplanado. Ademas, en esta especie se identificé una relacién positiva entre una mayor
proporcién de la pieza media tanto sobre la longitud del flagelo como sobre la longitud
total de la célula y dos descriptores de la trayectoria del espermatozoide: el coeficiente
de tambaleo y la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza. Esto puede indicar que
una pieza media grande en proporcién a las otras partes de la célula favorece una
trayectoria menos lineal. Por otro lado, en la gacela de Cuvier no se encontraron las
asociaciones anteriores pero si una relacion positiva entre longitud de flagelo y longitud
total de la célula con los mismos descriptores de trayectoria. Si se examinan la media de
las variables cinéticas, se puede observar que los espermatozoides de las gacelas de
Cuvier y dama que tienen cabeza en forma de pala son significativamente mas lentos que

los de la gacela dorcas que tiene cabeza ovalada.

Observar estas asociaciones a nivel intraespecifico o incluso entre especies
relacionadas es mas dificil ya que la variabilidad es pequefia (Gage et al. 2002, Birkhead
et al. 2005, Humphries et al. 2008). Para poder encontrar estas relaciones a nivel
intraespecifico seria necesario examinar los rasgos morfomeétricos y cinéticos de una
misma célula espermadtica (Fitzpatrick et al 2010) lo que implica dificultades
metodoldgicas. No obstante, estudiar las subpoblaciones espermaticas en el eyaculado
permite obtener informacién mas detallada de los rasgos seminales, de las relaciones

entre ellos, y de como influyen en el éxito reproductivo masculino.
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En esta tesis se ha profundizado en el estudio de la morfometria y la cinética del
espermatozoide analizando la heterogeneidad de los espermatozoides del eyaculado en
una misma especie. Numerosos autores han encontrado espermatozoides con diferentes
caracteristicas que coexisten en el mismo eyaculado, poniendo en evidencia asi la
heterogeneidad del semen desde el punto de vista tanto morfométrico (Yaniz et al. 2015)
como cinético (Katz et al. 1979, Neill y Olds-Clarke 1987, Chantler et al. 2004). Ademas
de en el ser humano, muchos estudios se han realizado en animales domésticos como
verracos, moruecos, caballos (Pefia et al. 2005, Hidalgo et al. 2008, Dorado et al. 2010,
Maroto-Morales et al. 2012) y algunos en especies silvestres de mamiferos (Nufiez-
Martinez et al. 2006, Ramon et al. 2013), reptiles (Valverde et al. 2019a, 2021), peces
(Gallego et al. 2017, Caldeira et al. 2018), anfibios (Larroze et al. 2015) y aves (Garcia-
Herreros 2016).

Existen aproximaciones a la estructura de subpoblaciones en gacela dama
respecto ala cinética espermadtica (Abaigar et al. 1999, 2001). Para las demas especies de
este trabajo, nuestros resultados son los primeros en evaluar la heterogeneidad
morfométrica y cinética del semen y, ademas, los primeros en examinar posibles
relaciones entre las subpoblaciones morfométricas y cinéticas con el fin de asociar
determinados rasgos morfométricos con habilidades natatorias en los espermatozoides.
La mayoria de los estudios se han centrado en el andlisis morfométrico o el cinético por
separado. Hasta donde sabemos, sélo se ha realizado una aproximacién similar en ciervo
rojo (Ramoénetal 2013) y en el zorro artico (Soler et al. 2017). Aunque éste ultimo utilizé
un enfoque distinto, incluyendo las variables de morfometria y cinética en el mismo

analisis de cluster, en vez de asociar las subpoblaciones morfométricas y cinéticas.

Muchos estudios sobre la heterogeneidad morfométrica del eyaculado se han
realizado en especies de ungulados domésticos (Thurston et al. 2001, Pefia et al. 2005,
Maroto-Morales et al. 2012) pero pocos en ungulados silvestres (Ramon et al. 2013 en
ciervo rojo, Esteso et al. 2018 en cabra montés). En relacion a los felinos, los tinicos datos
disponibles se refieren a espermatozoides epididimarios de gato doméstico (Gutiérrez-
Reinoso y Garcia-Herreros, 2016) y puma (Cucho et al. 2016). Salvo en este ultimo estudio

que incluia una parte de la pieza media, los demas trabajos se centran solo en variables
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de la cabeza del espermatozoide. La heterogeneidad cinética en felinos esta un poco mas
documentada en gato (Felis catus) (Contrietal. 2012, de Sousa-Barbosaetal. 2019, Pintus
et al. 2021) y so6lo se ha identificado un estudio en una especie silvestre, el leopardo de

Arabia (Panthera pardus nimr) (Bagqir et al. 2018).

Los resultados de nuestro analisis morfométrico mostraron que la estructura del
eyaculado de cada una de las cuatro especies estudiadas esta compuesta por 3
subpoblaciones. Las tres subpoblaciones quedan claramente diferenciadas al examinar
las variables morfométricas. Las caracteristicas de las 3 subpoblaciones son equivalentes
en las tres especies de gacela: una subpoblacion contiene espermatozoides con la cabeza
menos eliptica y una pieza media de longitud intermedia, otra subpoblacion con la cabeza
mas eliptica y mayor longitud total y de flagelo y una tercera subpoblacién con cabeza de
elipticidad intermedia y la pieza media mas larga. Por otro lado, entre las 3
subpoblaciones del lince ibérico se encuentra la misma clasificaciéon segun la elipticidad
de la cabeza pero no se identifica la misma correspondencia entre tipo de cabeza y
tamafio de los componentes del flagelo. Mientras que, en gacelas, los espermatozoides
con mayor proporciéon de pieza media son los que tienen una cabeza con valores de
elipticidad intermedia, en el lince ibérico la mayor proporcién de pieza media se da en la
subpoblacién de espermatozoides con la cabeza menos eliptica. En estudios previos se
suelen encontrar 3-4 subpoblaciones espermaticas (Maroto-Morales et al. 2012, Ramén
et al. 2013, Santolaria et al. 2016, Yaniz et al. 2016), pero también se han podido
identificar dos subpoblaciones en humanos (Vasquez et al. 2016) y hasta 5 en gallinas de
Guinea (Garcia-Herreros 2016). Es necesario tener en cuenta que las metodologias
utilizadas para el andlisis de subpoblaciones son muy variadas y, en muchas ocasiones,
los andlisis solo tienen en cuenta dimensiones y proporciones de la cabeza del
espermatozoide (Esteso et al. 2009, Ramon et al. 2013) y pocos incluyen partes del flagelo
en su analisis (Cucho et al. 2016). En este sentido, nuestro trabajo ofrece un analisis mas
amplio de la estructura del espermatozoide, lo que es importante, ya que todos los

componentes de la célula tienen un papel en su funcionamiento.

Respecto a la estructura de subpoblaciones cinéticas en el eyaculado de Nanger
dama, los resultados obtenidos en este trabajo confirman la presencia de cuatro

subpoblaciones espermaticas en semen de gacela dama (Abaigar et al. 1999, 2001). En
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los trabajos de Abaigar se usé un analisis estadistico multivariante distinto al usado en el
presente estudio pero, a pesar de ello, se puede encontrar una similitud en las
caracteristicas de los espermatozoides que componen la subpoblacién mas abundante en
ambos estudios. También se encuentran cuatro subpoblaciones cinéticas en gacela
dorcas y lince ibérico, mientras que en la gacela de Cuvier la estructura del eyaculado se
divide en tres grupos. Es interesante que las medias de las variables cinéticas de G. cuvieri
y N. dama son similares pero sus espermatozoides se agrupan en 3 y 4 subpoblaciones,
respectivamente. Esto podria indicar que el eyaculado de G. cuvieri es mas homogéneo
que el de N. dama aunque no se puede descartar que el menor tamafio muestral en G.
cuvieri haya influido en el resultado. Diferentes estudios indican que la estructura de
subpoblaciones cinéticas suele componerse en general de 3 o 4 grupos (Valverde et al.

2019b).

En la gacela de Cuvier el eyaculado se compone de 3 subpoblaciones que
contienen, respectivamente, espermatozoides rapidos y progresivos, espermatozoides
no progresivos y espermatozoides con velocidad y progresion moderadas. Esta ultima
subpoblacién es la mas abundante con el 70,1% de las células analizadas. En las otras dos
especies de gacela y en el lince ibérico, el eyaculado se estructura en cuatro
subpoblaciones. Entre estas cuatro subpoblaciones se observa un patrén similar, una
subpoblacién de espermatozoides rapidos y progresivos, otra subpoblacién con
espermatozoides no progresivos y dos subpoblaciones intermedias con espermatozoides
de velocidad y progresién moderadas. La abundancia de cada una de las 4 subpoblaciones
es diferente entre las especies del estudio. Mientras que en G. dorcas las dos
subpoblaciones intermedias contienen el 94,7% de los espermatozoides, en N. dama la
subpoblacién de células mas rapidas y progresivas llega al 24,4% y, en lince ibérico al

40,8%.

En este trabajo se analizaron las posibles relaciones entre subpoblaciones de
morfometria y subpoblaciones de cinética en el mismo eyaculado de 14 linces ibéricos
con el fin de observar si determinada subpoblacion morfométrica se asociaba a un
determinado tipo de movimiento. Las correlaciones entre las proporciones de cada una
de las tres subpoblaciones morfométricas con las cuatro subpoblaciones cinéticas no

fueron significativas. Este mismo estudio no se pudo realizar en las especies de gacela
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porque las subpoblaciones de morfometria y cinética se analizaron a partir de muestras
distintas. Por otra parte, una comparacion de este tipo se realizé con semen de ciervo rojo
(Ramon et al. 2013) y, en este caso ,se encontrd que una mayor proporcion del grupo de
espermatozoides de cabeza mas pequefia y ancha se asociaba a una mayor presencia del
grupo de espermatozoides con movimiento lento y no linear, y la proporcién de
espermatozoides con cabezas mas elongadas se correlacionaba positivamente con la

proporcién de células rapidas y lineales.

Individualmente, la proporcion de subpoblaciones en cada macho varia
considerablemente tanto en el analisis morfométrico como en el cinético. Esta evidencia
abre la puerta al estudio de las relaciones entre el éxito reproductivo y la estructura de
las subpoblaciones en el eyaculado de los machos. Estudios similares se han llevado a
cabo en especies domésticas y silvestres (revision en Yaniz et al. 2015) como en morueco
(Maroto-Morales et al. 2015) o ciervo rojo (Ramoén et al. 2013), donde se encontraron
relaciones entre fertilidad masculina y morfometria espermdatica que pasaban
inadvertidas usando medias de los paradmetros. Ademas de profundizar en las relaciones
entre forma y funcién del espermatozoide y con la fertilidad masculina, el estudio de
subpoblaciones espermaticas podria aplicarse para evaluar la calidad del semen
congelado (Thurston et al. 2001, Pefia et al. 2005, Muifio et al. 2009), o los efectos de las
técnicas de electroeyaculacién (Abaigar et al. 2001), entre otros, también en las especies

silvestres amenazadas tanto en libertad como en cautividad.

5.3 Factores internos v externos que afectan a la calidad espermatica.

La variabilidad genética tiene un papel fundamental en la calidad seminal y, por
tanto, en el éxito reproductivo masculino. En este trabajo se han examinado las posibles
relaciones entre la estructura del eyaculado, es decir, abundancia de cada una de las
subpoblaciones espermaticas, y el grado de consanguinidad, entendido como coeficiente
de consanguinidad en las tres especies de gacelas y como heterocigosidad multilocus
estandar en el lince ibérico. En nuestro analisis no se encontraron asociaciones entre
consanguinidad y abundancia de determinadas subpoblaciones. Hasta la fecha, nuestro

trabajo es el primero en evaluar el efecto de la consanguinidad en la estructura del
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eyaculado de especies silvestres amenazadas, tanto desde el punto de vista morfométrico
como cinético. Una aproximacion similar se ha realizado para evaluar el efecto de la
consanguinidad en las subpoblaciones morfométricas y cinéticas de toros de raza Retinta
(Dorado et al. 2017, Teran et al. 2021). En este estudio se dividieron los toros en dos
grupos, alta y nula consanguinidad, y se encontré una mayor proporciéon de la
subpoblacién con espermatozoides activos pero no lineales y con cabezas estrechas en el
grupo consanguineo. En nuestro trabajo se evidencia la dificultad del estudio de especies
silvestres y, ademads, amenazadas por dos motivos principales: por un lado el grado de
consanguinidad en individuos de estas especies suele ser alto o las diferencias de
consanguinidad entre individuos no son lo suficientemente explicitas, y por otro, el

escaso numero de individuos accesibles para su estudio.

Las tres especies de gacelas estudiadas difieren significativamente en su grado de
consanguinidad y en los parametros de calidad seminal analizados: concentracién
espermatica, numero total de espermatozoides eyaculados, motilidad (porcentaje de
células motiles y calidad del movimiento), porcentaje de espermatozoides con morfologia
normal, viables y con acrosoma intacto. La especie mas consanguinea y con peor calidad
seminal es G. cuvieri, seguida por N. damay G. dorcas. Entre estas dos ultimas especies, N.
dama es mas consanguinea pero la calidad seminal no muestra un claro empeoramiento
lo que sugiere que la calidad seminal se reduciria al alcanzarse un determinado grado de
consanguinidad relativamente alto. También es posible que las condiciones de
cautividad, con buena alimentacion y estado sanitario, no permitan expresar los efectos
negativos de la consanguinidad que si serian manifiestos en una situaciéon de estrés
ambiental. Los resultados de la otra especie amenazada de este estudio, el lince ibérico,
refuerzan la hipétesis de la relacion entre calidad seminal y consanguinidad (variabilidad
genética), en este caso medida como heterocigosidad multilocus estandar. El grupo de
individuos hibridos muestra mejor calidad seminal que los grupos de animales de Sierra
Morena y Dofiana, con menor heterocigosidad. Ademas, este indicador de variabilidad
genética se relaciona directa y significativamente con todos los parametros espermaticos,

excepto la integridad acrosdmica.

Los parametros seminales mas afectados por la consanguinidad son el porcentaje

de espermatozoides morfolégicamente normales, en el caso del lince ibérico, y la
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motilidad en las gacelas, tanto porcentaje de espermatozoides métiles como la calidad de
su movimiento, llegando a mostrar una relacién inversa entre porcentaje de motiles y
coeficiente de consanguinidad en la gacela de Cuvier, la especie de gacelas mas
consanguinea. Estos dos rasgos de calidad seminal son los mas afectados por la
consanguinidad (Oettlé 1993, Bartoov et al. 2002, Denk et al. 2005) como asi se refleja en
estudios previos tanto en especies domésticas como silvestres de ungulados, felinos o
canidos (Roldan et al. 1998, Asa et al. 2007, Kopp et al. 2008, Ruiz-Lépez et al. 2012).
Ambos parametros son esenciales en la funcionalidad del espermatozoide para transitar

por el tracto femenino y fecundar el 6vulo (Saacke et al. 1994).

En estudios previos con gacela dorcas, gacela dama y gacela de Cuvier se han
evaluado las relaciones entre el coeficiente de consanguinidad y las variables de calidad
seminal con resultados similares a los obtenidos en este trabajo. Nuestro andlisis
interespecifico mostré una relaciéon inversa y significativa entre el coeficiente de
consanguinidad y la motilidad, normalidad morfolégica, viabilidad e integridad
acrosémica de los espermatozoides. Mientras que en el andlisis intraespecifico no se
observaron estas relaciones, al igual que en los estudios previos, en gacela dorcas
(Gomendio et al. 2000) y gacela dama (Gomendio et al. 2000, Ruiz-Lépez et al. 2012). En
la gacela de Cuvier, estudios previos encontraron correlaciones entre el coeficiente de
consanguinidad y porcentaje de espermatozoides mdtiles, porcentaje de
espermatozoides normales y porcentaje de acrosomas intactos (Roldan et al. 1998,
Gomendio et al. 2000). Sin embargo, nuestros resultados actuales s6lo muestran una
relacion significativa con el porcentaje de espermatozoides moétiles. Esto puede deberse
a la diferente poblacién muestral o bien a discrepancias en el calculo de los coeficientes

de consanguinidad a partir del registro genealdgico (Ruiz-Lopez et al. 2009).

En el caso del lince ibérico, se ha tenido la oportunidad de examinar en detalle la
relacion entre calidad seminal y endogamia en dos poblaciones de la especie con distinto
grado de consanguinidad y los individuos hibridos resultantes de cruces entre las
poblaciones originales. Nuestros resultados son la primera evaluacion de rasgos
fenotipicos y espermaticos del genotipo hibrido del lince ibérico. Este estudio evidencia
el impacto de la consanguinidad y el efecto positivo del cruzamiento en una especie de

felino amenazada.
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La variabilidad genética del lince ibérico es muy baja, tal y como muestran los
valores de heterocigosidad. Estas estimaciones sugieren que las poblaciones de Sierra
Morena y Doflana han experimentado un cuello de botella que ha llevado al aislamiento
de las dos poblaciones, a reducir su tamafio y, en consecuencia, a la endogamia (Johnson
et al. 2004). Se ha demostrado en otras especies de felinos que la baja variabilidad
genética estaba asociada a altos niveles de teratospermia y otros rasgos espermaticos, tal
como sucede en el guepardo (Wildt et al. 1983, Roth et al. 1995), le6n (Wildt et al. 1987)
y pantera de Florida (Barone et al. 1994).

El tamafio corporal y testicular de los individuos de lince de nuestro estudio son
similares a los vistos en estudios previos (Gafian at al. 2010, Ruiz-Lépez et al. 2012). Los
individuos hibridos tienden a ser ligeramente mas grandes que los de las poblaciones
originales, en especial en relacion a los animales de Sierra Morena. El peso relativo de los
testiculos es bajo comparado con otras especies de felinos de tamafo similar (caracal:
Bernard y Stuart 1987; gato pescador: Thiangtun et al. 2006; ocelote: Stoops et al. 2007).
Incluso es menor comparado con otras especies de felinos mas pequeias como el gato de
Pallas (Swanson et al. 1996), el margay o el tigrillo (Morais et al. 2002). Nuestros
resultados muestran que el grado de variabilidad genética no influye en el tamafio de los
testiculos. Como tampoco lo hacen otros factores como la alimentacion, el estrés o la
estacionalidad, estudiados en trabajos previos (Gafian et al. 2010). Por tanto, el pequefio
peso relativo de los testiculos del lince ibérico puede reflejar un comportamiento
reproductivo no promiscuo si consideramos el peso relativo de los testiculos como un
indicador fiable de competicién espermatica (Gomendio et al. 1998), lo que parece estar

de acuerdo con estudios de campo en esta especie (Palomares et al. 2017).

Los individuos hibridos muestran una mejor calidad seminal en comparacién a los
individuos de Sierra Morena y Dofiana, con una mayor concentracion espermatica y una
importante mejora en el porcentaje de espermatozoides normales. Ademas, observando
en detalle la asociacion entre heterocigosidad y rasgos seminales del lince ibérico
nuestros resultados indican que, ademas de la concentracion y la morfologia, una mayor
heterocigosidad se asocia a un mayor numero total de espermatozoides de un eyaculado

y una mejor motilidad, tanto en porcentaje de espermatozoides mdtiles como en la
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calidad de su movimiento. La relacion entre endogamia y calidad seminal se ha puesto de
manifiesto en estudios de numerosos taxones (Losdat et al. 2014, Lockyear et al. 2016,
Hinkson y Poo 2020) entre ellos ungulados (Roldan et al. 2006, van Eldik et al. 2006,
Dorado et al. 2017) y felinos (Wildt et al. 1987, Wildt 1994, Neubauer et al. 2004) como
el lince ibérico (Ruiz-Lopez et al. 2012). En este ultimo trabajo se determind que la
morfologia del espermatozoide entre poblaciones de Sierra Morena y Dofiana se asocia

con la heterocigosidad y no a posibles efectos de la estructura de la poblacién de origen.

Al examinar la morfometria del espermatozoide de la poblacion de Sierra Morena
y los hibridos, grupos con diferente heterocigosidad, se encontr6 que la cabeza del
espermatozoide de los hibridos es ligeramente mas elongada, aunque sin mostrar
diferencias estadisticamente significativas. El resto de variables morfométricas fueron
similares. Existen pocos estudios que investiguen las relaciones entre consanguinidad o
heterosis y morfometria espermatica (Lawrence et al. 2017), incluso en especies
domésticas (Wysokiniska et al. 2019, Teran et al. 2021). En estos estudios se encontraron
relaciones entre heterocigosidad y cambios en la morfometria de los espermatozoides
aunque no hay consenso en el tipo de cambios que se producen. Seria necesario
profundizar en estas relaciones para entender como la endogamia puede afectar a la
forma y tamafo de los espermatozoides y como, a su vez, la morfometria afecta a la

funcién espermatica.

En nuestro trabajo, al examinar la cinética espermatica entre la poblaciéon de
Sierra Morena y el grupo hibrido, se encontraron espermatozoides mas rapidos en los
individuos hibridos mientras que no habia diferencias en los descriptores de trayectoria,
salvo el desplazamiento lateral de la cabeza que podria deberse a las cabezas ligeramente
mas largas del grupo hibrido. Si se compara la estructura de subpoblaciones de los dos
grupos, se observa que los individuos hibridos tienen menor proporcion de
espermatozoides de la SP2, espermatozoides lentos y progresivos. Teniendo en cuenta
que las diferencias morfométricas son minimas entre los grupos, se considera que la
mayor velocidad de los espermatozoides de los individuos hibridos es consecuencia de la
mayor proporcion de espermatozoides con morfologia normal en este grupo. Cabe la

posibilidad de que otros factores relacionados con el metabolismo bioenergético de los
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espermatozoides también tengan alguna influencia, y esta posibilidad debera examinarse

en el futuro.

La funcién del espermatozoide es fecundar el 6vulo para una reproduccidn
exitosa. Por tanto, el éxito reproductivo de los machos esta inevitablemente ligado a la
calidad seminal. En este trabajo se ha examinado el éxito reproductivo de las poblaciones
de lince ibérico de Sierra Morena y Dofana y sus hibridos con el fin de determinar
posibles diferencias en el éxito reproductivo de los machos. Ademas, se han analizado las
relaciones entre fertilidad y heterocigosidad y las relaciones entre pardmetros de
fertilidad y calidad seminal. Se estudi6 un total de 30 animales de Sierra Morena, 3 de
Dofiana y 13 hibridos. Nuestra hipétesis fue que la calidad seminal se veria reflejada en
el éxito reproductivo por lo que se predijo que los individuos hibridos tendrian un mayor
éxito reproductivo que los machos de Sierra Morena y Dofiana. Curiosamente, se
encontraron mejores parametros de fertilidad en los tres individuos de Dofiana. No es
posible descartar que la realidad de la poblacién de Dofiana esté enmascarada o sesgada
por el muy reducido tamafno muestral. Si se compara sélo la poblacién de Sierra Morena
con los individuos hibridos, se puede observar que los hibridos tenfan un porcentaje de
prefiez significativamente superior a los machos de Sierra Morena, incluso con un
numero de cépulas por hembra similar. Ademas, los individuos hibridos tenian también
un ntimero de cachorros por hembra significativamente mayor que los de Sierra Morena
y, sus cachorros, un mayor porcentaje de supervivencia al destete. Estos mismos
parametros de fertilidad se relacionan con la heterocigosidad multilocus estandar de los

machos del estudio mostrando mejores valores cuando aumenta la heterocigosidad.

Las consecuencias de la endogamia, conocidas como depresién por
consanguinidad, estdn ampliamente estudiadas, incluso en poblaciones naturales (Keller
1998, Crnokrak y Roff 1999, Keller y Waller 2002) y la manera de evitarla pasa por
favorecer el aumento de variabilidad genética, fomentando el flujo génico entre
poblaciones mediante cruces intencionados en cautividad, o translocaciones en la
naturaleza, que den lugar a individuos hibridos. Los resultados de nuestro trabajo apoyan
las observaciones de otros estudios en los que la hibridaciéon entre poblaciones ha
mejorado las aptitudes fisicas y la fertilidad de los individuos originarios y aumentado el

tamafno poblacional en mamiferos (Vila et al. 2003, Fredrickson 2007, Johnson et al. 2010,
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Akesson, 2016) y aves (Heber et al. 2013). Sin embargo, se ha de tener en cuenta que esta
hibridacién puede tener un efecto negativo conocido como depresién por exogamia
(Templeton 1986) que puede mostrar efectos similares a la endogamia, entre otras
razones por pérdida de adaptaciones locales, infradominancia o interacciones epistaticas

(Edmands 1999, Marr et al. 2002).

La depresion por exogamia esta poco documentada y los estudios al respecto
muestran resultados diversos sobre su apariciéon y efecto en plantas, invertebrados y
vertebrados, entre ellos el ibice (Capra ibex) y el mico de Goeldi (Callimico goeldii)
(Edmands 2007). Los efectos negativos pueden encontrarse en las primeras tres
generaciones (Waser y Prince 1989, Fenster y Galloway 2000, Goldberg et al. 2005). La
dificultad del seguimiento de los individuos para llevar a cabo observaciones o
experimentos precisos, sobre todo en poblaciones naturales, complica ampliar el
conocimiento sobre la depresién por exogamia. Se han realizado simulaciones y meta-
analisis computerizados que evidencian las ventajas de evitar la endogamia frente al
riesgo de depresion por exogamia (Frankham 2015, 2016). A raiz de este riesgo, aunque
sea bajo segun los ultimos estudios, seria necesario supervisar las condiciones fisicas y
reproductoras de las siguientes generaciones de lince ibérico procedentes de

progenitores hibridos.

El lince ibérico es una especie de ovulacién inducida, como muchos felinos (Brown
etal 2001, Brown 2011), de manera que el estimulo mecanico de la penetraciéon durante
la cépula es necesario para que se establezca la gestacion. Los resultados obtenidos
reflejan esta caracteristica con una correlacién positiva del nimero de cépulas con el
porcentaje de hembras prefiadas y con el nimero de cachorros por hembra. No obstante,
los machos hibridos muestran una mayor tasa de prefez y tamafios de camada mayores
aun con un numero de copulas similar a los machos de Sierra Morena lo que indica que

algun otro factor esta influyendo en el mayor éxito reproductivo de los hibridos.

Se han encontrado asociaciones claras entre la concentracion y el numero de
espermatozoides totales con el nimero de copulas y con el nimero de cachorros cuando
se examind la calidad seminal de los machos y su fertilidad en una misma temporada

reproductiva. Ademads, se encontr6 que un mayor porcentaje de espermatozoides
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normales se relacionan significativamente con un mayor numero de cachorros. El estudio
de las relaciones entre rasgos seminales y fertilidad masculina se ha centrado
tradicionalmente en animales domésticos y humanos (Aitken et al. 1982, Holt et al. 1997,
Bonde et al. 1998) mientras que se sabe poco de estas relaciones en especies silvestres y
poblaciones naturales, especialmente en felinos por la dificultad del seguimiento del éxito
reproductivo en libertad y por el escaso nimero de individuos en cautividad o en
programas de cria. La relacién del nimero de espermatozoides con el nimero de cépulas
y tamano de camada en el lince se ha encontrado en estudios previos con lince ibérico
(Ganan et al. 2010). En este ultimo trabajo, sin embargo, no se observo la relacién entre
el nimero de espermatozoides morfolégicamente normales y fertilidad que si se ha
encontrado en nuestros resultados y que también se ha encontrado en otras especies
como el ciervo rojo (Malo et al. 2005, Gomendio et al. 2007), caballo (Jasko et al. 1992) y
gato doméstico (Axnér 2007).

Ademas de factores internos como la endogamia, hay factores externos que
pueden afectar a la calidad seminal y la morfologia del espermatozoide como la
alimentacién (Marin-Guzman et al. 2000), toxinas y contaminantes (Somers et al. 2002),
o enfermedades (Nicopoullos et al. 2004). La intoxicacién por exceso de vitamina D se ha
descrito en humanos y varias especies de animales domésticos, entre ellos gatos (Wehner
et al. 2013, Crossley et al. 2017). Las poblaciones silvestres no deberian verse afectadas
por este problema ya que la ingesta de vitamina D en la dieta carnivora de los felinos en
libertad no llega a niveles perjudiciales. La suplementacion de la dieta de los felinos en
cautividad con vitaminas es una practica habitual. En 2009 se descubrié toxicidad en 39
animales del programa de cria en cautividad debido ala administracién de un suplemento
con exceso de vitamina D (Martinez et al. 2013a). La hipervitaminosis provoco fallo renal
(enfermedad renal crénica), calcificaciones esqueléticas y otros cambios metabdlicos en

la mayoria de animales afectados (Lopez et al. 2016).

En esta tesis hemos estudiado la calidad seminal de los linces afectados por la
enfermedad renal créonica causada por intoxicacion por exceso de vitamina D en la dieta.
Los animales enfermos analizados se encontraban en las fases Il y III de la enfermedad,
estadios caracterizados por una concentracion de creatinina en suero de 2.5 - 5 mg/dl y

signos de dafio renal en fase Il y de mas de 5 mg/dl y dafios organicos mas graves en la
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fase III. El peso corporal y testicular de estos individuos fue similar al de los sanos. S6lo
los animales en la fase mas grave de la enfermedad tenian un peso ligeramente inferior
que no fue significativo a pesar de que uno de los sintomas de la enfermedad en felinos
no domésticos es la pérdida de apetito y la consecuente pérdida de peso (Wack 2008). El
adecuado manejo sanitario del programa de cria en cautividad podria haber minimizado
estos sintomas. La calidad seminal se vio afectada en los animales en la fase mas grave de
la enfermedad, mientras que los animales en fase II no mostraron diferencias

significativas frente a los animales sanos.

Los machos de lince ibérico con enfermedad renal croénica en fase IIl produjeron
una cantidad de espermatozoides muy inferior a los machos sanos y enfermos en fase II.
La motilidad de los espermatozoides no se vio afectada pero si otros rasgos espermaticos
como la morfologia y la integridad acrosémica. Los machos en fase III produjeron
aproximadamente la mitad de espermatozoides morfolégicamente normales en
comparacién a los sanos y enfermos en fase Il debido principalmente a un mayor nimero
de anomalias en cabeza y pieza principal. El porcentaje de espermatozoides con
acrosoma intacto en el eyaculado de los machos enfermos en fase III también fue muy
inferior (12% frente a aun 50%). Cuando se examind la calidad del semen de los mismos
animales antes y durante la enfermedad en fase III, la motilidad de los espermatozoides
también se encontrd afectada, ademas de los rasgos seminales anteriores. El andlisis
morfométrico y cinético de los espermatozoides de machos sanos y en las dos fases de la
enfermedad no mostré diferencias significativas salvo en la anchura de la cabeza de los
espermatozoides de los animales enfermos. Esta diferencia podria estar relacionada con

el dafio o pérdida del acrosoma que sufren en mayor proporcién los animales enfermos.

No se conoce mucho sobre el papel de la vitamina D en la reproduccién, ni siquiera
en humanosy los estudios suelen centrarse en la deficiencia de esta vitamina. La vitamina
D en la reproduccién humana parece estar relacionada no sélo con la homeostasis del
calcio sino también en la regulacion de la expresion de genes implicados en la produccion
de hormonas como los estréogenos (Lagana, 2017). Sin embargo, la funcién de la vitamina
D enrelacion con la fertilidad masculina y femenina no esta clara. En machos, los estudios
del papel de la vitamina D en la motilidad no son concluyentes y algunos parecen

encontrar un efecto positivo en la concentracién y motilidad espermatica (Jensen 2014,
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Ciccone et al. 2021) y niveles de testosterona en sangre (Ciccone et al. 2021) mientras
que otros indican un posible efecto negativo de niveles bajos y altos de vitamina D
(Hammoud et al. 2012). Si parece haber consenso en la influencia de la vitamina D en la
homeostasis de calcio y fésforo (Keane et al. 2017), ambos elementos con un papel

fundamental en la capacitacién y funcion del espermatozoide.

La toxicosis con vitamina D lleva a sufrir hipercalcemia e hiperfosfatemia que
pueden afectar a la motilidad y capacitaciéon del espermatozoide. Sin descartar que
también puedan afectar a la espermatogénesis, reduciendo la produccion de
espermatozoides como encontramos en los machos de lince ibérico enfermos. El
incremento de calcio y fésforo también provoca la mineralizaciéon de tejidos blandos
(Block2000) que, mas alld de empeorar la funcidn renal en estos animales, también afecta
a otros organos del lince ibérico como rifién, estémago, pulmoén, corazon y aorta (Lopez
etal 2016). Es posible que los testiculos también se vean afectados por la mineralizaciéon

y esto contribuya a la menor produccién espermatica.

5.4 Conservacion de espermatozoides de lince ibérico en refrigeracién

Las técnicas de reproduccion asistida son una herramienta muy beneficiosa para
la conservacién de especies amenazadas (Andrabi y Maxwell 2007) y, entre ellas, la
conservaciéon de espermatozoides permite mantener y transportar el material genético
de manera sencilla. El método mas habitual para conservar espermatozoides es la
criopreservacion en nitrogeno liquido (-196 °C) ya que de esta manera se consigue
mantener el material durante afios. Gafian et al desarrollaron un método para
criopreservar espermatozoides de lince ibérico (Gafian et al. 2009a). La congelacién y
descongelacidon de los espermatozoides lleva consigo una merma en sus capacidades
funcionales (Watson 2000) que se acentua en especies con alto nivel de teratozoospermia
(Pukazhenti et al. 2006a). Este es un rasgo comun en especies de felinos, entre ellas el
lince ibérico (Pukazhenti et al. 2006b, Gafnan et al. 2009b, 2010). Por otro lado, el bajo
nimero de espermatozoides del lince ibérico dificultaria el éxito de una inseminacién
artificial mediante semen congelado (Thongphakdee et al. 2020), no en vano en

condiciones naturales el lince ibérico copula un minimo de 20 veces segin nuestros

180



Discusion

resultados y los de estudios previos (Gahan et al. 2010, Martinez 2013b) para transferir
el nimero necesario de espermatozoides para fecundar. La conservacién en condiciones
de refrigeraciéon podria ser beneficiosa en estos casos, especialmente cuando no es
necesario un tiempo prolongado entre la extraccion de espermatozoides y la
inseminacidn, por ejemplo, para realizar inseminaciones entre centros de cria de lince

ibérico donde los mas alejados no distan mas de 5 horas en coche.

El proposito de nuestro trabajo fue desarrollar un método de conservacién que
permita disponer de métodos de almacenamiento y transporte de espermatozoides por
tiempo suficiente y de manera sencilla para permitir el flujo génico entre centros de cria,
preservando idealmente mejores caracteristicas seminales que el semen congelado, para
aumentar las probabilidades de éxito de una inseminacién artificial. Para ello, se ha
analizado la influencia de la temperatura de refrigeracion (22 °C, 15 °Cy 5 °C) y la
influencia del medio de incubacién (Ham’s F10 modificado, TEST sin glicerol y TEST con

glicerol al 4%).

La comparacién de distintas temperaturas de refrigeracion mostr6 que la
motilidad de los espermatozoides se mantiene mejor a 22 °C que a temperaturas mas
bajas para los tres medios en las primeras horas de incubacién. A partir de las 3 horas, a
22°C, la motilidad en el medio TEST con 4% de glicerol empeora en mayor proporcion
que en los otros dos medios, TEST sin glicerol y Ham'’s F10. Este peor rendimiento
posiblemente esté causado por el efecto negativo del crioprotector. El glicerol se usa
como componente de los medios de dilucién para criopreservaciéon por sus propiedades
coligativas, aunque se ha observado un efecto citotoxico en espermatozoides que se

agrava con el tiempo de exposicién (Watson 1990, Holt 2000).

El proposito de evaluar la temperatura de 15 °C fue disminuir la tasa metabdlica
de la célula e inhibir procesos naturales, como la capacitacién, a la vez que se mantiene la
fluidez de los lipidos de la membrana plasmatica que, previsiblemente, cambia por debajo
de esta temperatura (Watson 1981, Hammerstedt, 1990). La composicion del medio
TEST, aun sin glicerol, contiene otros agentes crioprotectores como la yema de huevo que
protegen al espermatozoide del choque térmico (Bergeron y Manjunath 2006, Manjunath

et al. 2007) y esto explicaria la mejor motilidad de las células en estos medios en
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comparacién con el Ham’s F10 donde la motilidad de los espermatozoides decae

completamente a las 9 horasa 15 °Cy alas 6 horasa 5 °C.

La conservacidon a 5 °C permite ralentizar el metabolismo celular y el estrés
oxidativo tal y como ocurre en los procesos de criopreservaciéon (Luvoni 2006,
Hermansson y Axnér 2007). Nuestros resultados a esta temperatura estan en linea con
los obtenidos en estudios previos de congelacién de espermatozoides de lince ibérico
(Ganan et al. 2009a) y lince rojo (Gafan et al. 2009b) donde el SMI se mantiene alrededor
de 50 en TEST con 4% de glicerol. Esta temperatura de refrigeracion es la que mas afecta
a la motilidad de los espermatozoides, perdiendo el 80% de la motilidad inicial en el
semen fresco en los dos medios TEST a las 9 horas de la refrigeracion. Ademas, la
conservaciéon a 5 °C implica un tiempo extra de aproximadamente dos horas desde la
obtencion del semen hasta alcanzar esta temperatura lo que supone otra desventaja ya
que lo que se busca es un método que permita una conservacion del esperma a corto
plazo con el fin de usarlo en inseminacidn artificial. La tasa de refrigeracion tiene un papel
importante en la motilidad e integridad acrosémica de los espermatozoides (Pukazhenti
et al. 1999). Aunque en estudios previos de congelaciéon de espermatozoides se ha visto
que con una refrigeracion lenta (-0,12 °C /min, aprox. 2 horas) se obtienen mejores
resultados tras la descongelacién que con una refrigeracién mas rapida (-0,5 °C /min,
aprox. 30 minutos) (Gafidn 2009c), seria necesario evaluar la idoneidad de una

refrigeracion rapida o lenta para la conservacion de espermatozoides en refrigeracion.

La calidad del semen fresco influye en la conservacién posterior y, en especial,
existe una influencia marcada de la teratospermia, comun entre los felinos. Las anomalias
en la morfologia de las células dificultan su supervivencia en condiciones fisiologicas y,
mas aun, su resistencia a la refrigeraciéon y a la congelaciéon (Pukazhenti et al. 2002,
2006b). Teniendo esto en cuenta y los resultados de motilidad (SMI), la mejor
temperatura entre las estudiadas para conservar los espermatozoides de lince ibérico a
corto plazo serian los 22 °C. Estas condiciones, ademas, suponen ventajas logisticas. Por
un lado, se minimiza el tiempo transcurrido entre la obtencién del esperma y la
inseminacion ya que se minimiza el tiempo de espera por la refrigeracion y, por otro lado,
se facilita la logistica tanto para el procesado, que incluso podria realizarse en campo,

como para el transporte de las muestras. No obstante, la motilidad a 15 °C en los medios
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TEST, aunque decae mas rapidamente en las primeras horas consigue mantenerse en la
misma proporcion que a 22 °C tras 24 horas de incubacion y, sin ser las diferencias
significativas, el porcentaje de espermatozoides motiles es ligeramente mayor a 15 °C
aunque la calidad de su movimiento es peor que a 22 °C. Seria necesario un estudio mas

detallado comparando las dos temperaturas para examinar estas diferencias.

Los espermatozoides en el medio Ham’s F10 a 22 °C pierden inicamente un 15,9%
de motilidad (SMI) a las 9 horas de su dilucién, frente al 36,2% que pierden en el medio
TEST sin glicerol a la misma temperatura. Aunque cuando se evalu6 la motilidad a mas
largo plazo, se observé que a las 24 horas la motilidad en el medio Ham'’s F10 descendi6
hasta un 37,7% frente a un 39,6% en el medio TEST sin glicerol. Igualmente, seria
necesario un estudio entre estos dos tratamientos que evaluara en mas detalle el efecto
de ambos medios en la conservacion de los espermatozoides del lince ibérico. Futuros
estudios deberian evaluar otros rasgos directamente relacionados con la funcién
espermatica como la integridad acrosémica o fragmentacién del ADN. Finalmente, seria
conveniente evaluar la funcién espermatica en laboratorio mediante fecundacién in vitro
heterdloga con oocitos de gata, técnica que se ha probado con éxito con espermatozoides
de lince ibérico (Gafian et al. 2009a), y mediante inseminacién artificial a través de
laparoscopia intrauterina, técnica que se ha demostrado mads eficiente frente a

inseminacién vaginal en especies de felinos silvestres (Farstad 2000).

En resumen, los resultados de esta tesis ilustran las caracteristicas morfométricas
y cinéticas de los espermatozoides de cuatro especies de mamiferos amenazados, tres
ungulados Gazella cuvieri, Nanger dama y Gazella dorcas y un felino, el lince ibérico (Lynx
pardinus), y cdmo la forma y tamafio de los espermatozoides influye en su cinética. Se ha
examinado la heterogeneidad del eyaculado de la cuatro especies confirmando la
presencia de varias subpoblaciones de espermatozoides con diferentes rasgos
morfomeétricos y cinéticos. Ademas, se ha estudiado la relacion entre calidad seminal y
consanguinidad encontrando asociaciones positivas de parametros de calidad seminal
con coeficientes de consanguinidad entre las especies de gacela y con heterocigosidad en
el lince ibérico. Los individuos hibridos resultantes de cruces entre dos poblaciones con
alto grado de endogamia mostraron una mayor variabilidad genética y mejor calidad

seminal, confirmando el vigor hibrido en esta especie. No obstante, sera necesario un
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seguimiento de los descendientes de los individuos hibridos para detectar posibles
efectos de depresion por exogamia. La enfermedad renal crénica por toxicosis de
vitamina D que sufrio6 la poblacién cautiva de lince ibérico, tuvo un efecto negativo en la
calidad seminal unicamente de los individuos en la fase mas grave de la enfermedad. El
efecto de lareduccion de la variabilidad genética y las consecuencias de enfermedades en
la calidad seminal y, por tanto en la fertilidad, evidencian la necesidad de desarrollar
biotecnologias reproductivas que permitan el flujo génico y la conservaciéon de
germoplasma. La inseminacion artificial empleando semen conservado en refrigeracion
seria recomendable para el lince ibérico. En este trabajo se ha observado la supervivencia
de los espermatozoides en distintos tratamientos de incubacién confirmando la
posibilidad de mantener semen durante 24 horas disponible de manera sencilla y rapida
para futuras inseminaciones. En una futura linea de trabajo seria necesario examinar
diferentes curvas de refrigeraciéon y ampliar el analisis seminal a otros parametros como
la integridad acrosémica o la fragmentacién del ADN para optimizar el protocolo de

conservacion de semen.
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6. CONCLUSIONES

1. Comparando las tres especies de gacelas, se ha encontrado que los espermatozoides
de Gazella cuvieri, la especie de gacela con mayor grado de consanguinidad, muestran
peor calidad en cuanto a motilidad, morfologia, viabilidad e integridad acrosémica

que los de Nanger dama y Gazella dorcas.

2. Para cada especie de gacelas, existen diferencias en cuanto al efecto de la
consanguinidad: hay una relacién inversa entre coeficiente de consanguinidad y el
porcentaje de espermatozoides moétiles de Gazella cuvieri, mientras que no hay
relacion en Nanger dama y Gazella dorcas. Esto sugiere que la calidad seminal se ve

afectada a partir de determinado umbral de consanguinidad.

3. La consanguinidad se asocia a espermatozoides con cabezas mas grandes y
redondeadas cuando se analizan los espermatozoides de las tres especies de gacela.
En Gazella dorcas el incremento en coeficiente de consanguinidad se relaciona con

espermatozoides con flagelos mas cortos.

4. La consanguinidad disminuye la velocidad y linealidad/progresividad de los
espermatozoides de gacelas seglin se observa en andlisis interespecificos. A nivel
intraespecifico se encuentra esta relacién en Gazella cuvieri 'y Gazella dorcas pero no

en Nanger dama.

5. En gacelas, los espermatozoides con cabezas mds pequefias y elipticas se mueven a
mas velocidad y en trayectorias mas lineales y progresivas. Un tamafo de flagelo

mayor también favorece la velocidad de los espermatozoides.
6. La morfometria y cinética del espermatozoide de lince ibérico no se relaciona con la

heterocigosidad. No se han encontrado relaciones entre los parametros de

morfometria y de cinética en esta especie.
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7.

10.

11.

12.

13.

El semen de Gazella cuvieri, Nanger dama, Gazella dorcas y lince ibérico presenta tres
subpoblaciones espermaticas con caracteristicas morfométricas diferenciadas. El

patrén de las tres subpoblaciones es comun a las cuatro especies.

El semen de Nanger dama, Gazella dorcas y lince ibérico presenta cuatro
subpoblaciones con rasgos cinéticos diferenciados, mientras que el semen de Gazella

cuvieri presenta 3 subpoblaciones.

La estructura de subpoblaciones morfométricas no se relaciona con la estructura de

subpoblaciones cinéticas en el eyaculado de lince ibérico.

La intoxicacién por hipervitaminosis D, causante de la enfermedad renal crénica en
la poblacién cautiva de lince ibérico, afect6 a la calidad seminal de los animales en la

fase mas grave de la enfermedad.

Los linces hibridos resultantes de los cruces entre las poblaciones de Sierra Morena
y Dofiana tienen una mayor heterocigosidad, que se refleja en una mejor calidad

seminal.

La heterocigosidad se relaciona con un mayor éxito reproductivo en el lince ibérico.
Es posible conservar espermatozoides de lince ibérico a temperatura ambiente y en
refrigeracion durante 24 horas en medios de incubacién tipicos de criopreservacién

de espermatozoides de felinos. Esto permitira el transporte de material genético para

inseminacion artificial sin recurrir a la criopreservacion.
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