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RESUMEN:

La evaluacion de la calidad seminal constituye una herramienta para mejorar los indices reproductivos en las granjas porcinas.
La movilidad del espermatozoide es un pardmetro que se utiliza en la evaluacién de la calidad espermdtica, porque se relaciona
con el nivel de energfa del gameto masculino. El objetivo de este estudio fue determinar la influencia de la composicién racial
sobre variables reproductivas de calidad, cinética y movilidad del semen en verracos. Durante el ano 2016, se recolectaron 240
eyaculados de 63 verracos con una edad media de 24,4410,9 meses. Se identificaron seis grupos raciales: Duroc (D), Yorkshire
(Y), Landrace (L), F1 Pietrain*Duroc (PD) y dos lineas genéticas (LA y LB). Los grupos raciales con mayor volumen de eyaculado
presentaron un nimero total de espermatozoides més elevado (P<0,05). El efecto del grupo racial fue significativo (P<0,05) sobre
las variables de cinética espermatica, excepto para la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, pm). La raza Landrace
presenté el mayor (P<0,05) porcentaje de espermatozoides estiticos (29,30+1,57). Las diferencias més relevantes (P<0,05) para
motilidad total (MTOT) y métiles progresivos (MP), se presentaron entre L y PD con valores de 70,71+1,57; 77,48+1,09 y
51,80+1,97; 59,85+1,37%, respectivamente. Los verracos adultos (=18 meses) presentaron mayores voliumenes de eyaculado y
nimero total de espermatozoides con respecto a los verracos de edades intermedias y jévenes, sin embargo, para las velocidades (um/
s): curvilinea (VCL), rectilinea (VSL) y promedio (VAP), los verracos adultos fueron distintos (P<0,05) de los verracos en edad
intermedia. Se identificaron cuatro subpoblaciones esperméticas (SP), SP1 (46,83%) caracterizadas por una velocidad moderada,
pero de movimiento muy progresivo, SP2 (14,78%) con movimiento activo, pero no progresivo, SP3 (8,45%) con velocidades bajas
y trayectorias progresivas y SP4 (29,94%) con movimiento muy rapido, pero sin progresividad.

PALABRAS CLAVE: cerdo, espermatozoo, semen, reproduccion.
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The assessment of the semen quality is an essential tool to improve the reproductive indexes in swine farms. The motility is the
most important parameter that used in the sperm quality evaluation because it is associate to the energy of the spermatozoon. The
aim of this research was to determine the influence of breed composition on reproductive variables of sperm quality, kinetics and
semen motility in boars. During 2016, 240 ¢jaculates were collected from 63 boars with a mean age of 24.4+10.9 months. Six racial
groups were identified: Duroc (D), Yorkshire (Y), Landrace (L), F1 Pietrain*Duroc (PD) and two genetic lines (LA and LB).
The breeds with the highest ejaculate volume presented a higher total number of spermatozoa (P <0.05). The effect of the breed
was significant (P <0.05) on sperm kinetics variables except for amplitude of lateral head displacement (ALH, pm). The Landrace
breed presented the highest (P<0.05) percentage of static sperm (29.30+1.57). The most relevant differences (P<0.05) for total
motility (MTOT) and progressive motility (MP), were presented between L and PD with values of 70.71+1.57; 77.48+1.09 and
51.80+1.97;59.85+1.37% respectively. Adult boars (> 18 months) had higher volumes of ejaculate and total number of sperm than
boars in the intermediate and young ages, however, for velocities (um/s): curvilinear (VCL), straight line (VSL) and average path
(VAP), adult boars only were different (P<0.05) of the boars in-between ages. Four sperm subpopulations (SP) were identified,
SP1 (46.83%) characterized by a moderate speed, but of very progressive motility, SP2 (14.78%) with active movement, but not
progressive, SP3 (8.45%) with low speeds and progressive path and SP4 (29.94%) with quick movement, but without progressivity.

KEYWORDS: swine, spermatozoa, semen, reproduction.

INTRODUCCION

La industria porcina se ha caracterizado por implementar la inseminacion artificial en granjas comerciales,
con verracos seleccionados con base en caracteres de tipo cuantitativo y cualitativo, lo que resulta en un
rdpido progreso genético (Dyck et al,, 2011). Sin embargo, esta seleccién se realiza casi exclusivamente para
caracteristicas de crecimiento y calidad de canal, con una importancia ponderada muy baja a caracteres como
la calidad del semen (Robinson y Buhr, 2005). Esto implica que no es conocido el mérito genético de los
verracos a nivel comercial, en relacidon con sus caracteristicas reproductivas. La calidad seminal constituye
una forma de seleccionar e identificar los verracos (Okere et al., 2005). El conocimiento de la fisiologia,
la espermatogénesis, la cinética espermdtica, la influencia de la raza y las caracteristicas individuales de los
verracos, podrian contribuir al éxito de la eficiencia reproductiva y la heredabilidad de rasgos genotipicos
asociados a caracteristicas deseables del semen porcino. Desde el punto de vista de comercializacién de dosis
seminales, la cantidad y la calidad del semen son los dos factores principales que afectan el nimero de dosis
que se pueden producir por eyaculado (Flowers, 1997).

El desarrollo de la industria porcina por inseminacion artificial (IA), ha llevado a mejoras en el andlisis
cuantitativo de muestras de semen de verraco para predecir el potencial de fertilidad de las dosis seminales. El
andlisis subjetivo basado en la experiencia técnica, ha mostrado un alto grado de variacién en los resultados
finales. Para evitar este problema, a partir de los anos 80 del siglo pasado, se desarroll6 una tecnologia de
Andlisis de Semen Asistido por Computadora (CASA) para mejorar la exactitud y precision del andlisis de
semen (Tardif et al., 1999; Gil et al., 2009; Bompart et al., 2018). Incluso el nimero de sistemas CASA
aumenta continuamente en los centros de inseminacién artificial (IA), donde es necesario estandarizar los
métodos para la evaluacidn objetiva de la calidad del esperma (Verstegen et al., 2002; Amann y Katz, 2004;
Gil et al.,, 2009).

Las caracteristicas seminales como volumen, concentracién y movilidad presentan variabilidad entre y
dentro de razas. La variabilidad espermdtica, que es funcién de factores exdgenos y endégenos (Ciereszko et
al., 2000), debe ser caracterizada para evaluar la calidad del semen (Smital, 2009). La calidad espermadtica se
estima por medio del anélisis de semen y permite predecir la fertilidad potencial de un verraco reproductor.
Un anilisis general se basa en la estimacién de la concentracién espermatica, la morfologia y la calidad del
movimiento con pardmetros cinéticos. Ademds, el estudio de las causas de la baja fertilidad en las granjas se
puede asociar con los andlisis seminales. Sin embargo, algunos autores han reportado que las caracteristicas
seminales no estdn correlacionadas con la fertilidad de los machos (Tsakmakidis et al., 2010) y otros indican
que la evaluacién de la calidad del semen esta asociada con la prefiez (Lépez-Rodriguez et al.,, 2013). Atn
se desconocen las causas de la infertilidad en verracos, debido a que, cuando se identifica un macho con
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problemas de tipo reproductivo, la solucién que se toma es sacrificarlo sin antes mediar algiin examen y/
o tratamiento posterior (Lopez-Rodriguez et al., 2013). El objetivo del presente estudio fue determinar la
influencia de la composicién racial sobre variables reproductivas de calidad espermitica, cinética celular y
movilidad del semen en verracos.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion y localizacién de las granjas

Las granjas participantes en el presente estudio fueron seleccionadas con el propésito de minimizar
fuentes de variacién externas que, se identificaron con anterioridad al desarrollo del proyecto. En todos
los casos, el mecanismo para la reproduccién de los animales fue la inseminacién artificial, con el equipo
y personal entrenado para tal efecto. Todas las granjas fueron seleccionadas de acuerdo con un manejo
reproductivo uniforme; durante la fase experimental, el ritmo de extracciones seminales (dos extracciones
cada tres semanas) y descanso sexual fue similar. Asimismo, se utilizaron registros fisicos y/o digitales para
la trazabilidad de los eyaculados de cada animal dentro de cada granja. En el proyecto participaron un total
de dieciséis granjas porcinas ubicadas en los cantones de Rio Cuarto, Grecia y San Carlos de la provincia de
Alajuela, y Sarapiqui en la provincia de Heredia (Cuadro 1).

CUADRO 1
Distribucién de granjas porcinas participantes en el estudio de la composicion

racial de verracos sobre variables reproductivas fenotipicas de calidad seminal,
cinética celular y movilidad del semen. Regién Huetar Norte, Costa Rica. 2016.

Granjas Provincia Canton Distritos
3 Alajuela Rio Cuarto Rio Cuarto
2 Alajuela Grecia Bajos del Toro
10 Alajuela San Carlos Florencia, Pital, Pocosol,
Monterrey, Aguas Zarcas
i Heredia Sarapiqui San Miguel

Table 1. Participating farms distribution in the study of boar breed composition on phenotypic reproductive
variables of semen quality, cells kinetics and sperm motility. North Huetar Region, Costa Rica. 2016.

Animales

El estudio se realizé en 63 verracos, con edades medias comprendidas entre 23,5 y 25,3 meses (media de
24,4+10,9), que fueron seleccionados de las granjas participantes dentro de la region Huetar Norte, Costa
Rica. Todos los animales se encontraban entrenados para la extraccién seminal. Los animales se dividieron en
grupos segun la composicion racial. Los grupos raciales se definieron por el pedigri (en caso de apareamiento
controlado dentro de la propia granja) y la procedencia si fue comprado e integrado directamente al nicleo
de seleccién. De esta manera, se identificaron seis grupos raciales: Duroc (D), Yorkshire (Y), Landrace (L),
F1 Pietrain*Duroc (PD), linea genética comercial A (LA), que es una seleccién de la raza Pietrain, y linea
genética comercial B (LB), que es una linea seleccionada a partir de cruzamientos controlados con la raza
Pietrain. En todos los casos, se tomaron al menos dos eyaculados de cada animal (Cuadro 2). En las granjas
existen verracos “abuelos” y “terminales”. Los primeros corresponden a animales cuya progenie se utiliza para
obtener reemplazos de hembras dentro de las granjas. Los segundos son verracos cuya progenie (machos y
hembras) se utiliza para enviar a mercado.
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CUADRO 2
Edad promedio y desviacion estandar de verracos incluidos en el estudio de la
composicion racial sobre variables reproductivas fenotipicas de calidad espermatica,
cinética celular y movilidad del semen. Regién Huetar Norte, Costa Rica. 2016.

Linea Verracos (n) Eyaculados Edad SD
genética/raza?® (n) (meses)

. D 11 58 26,2 12,4
Y 10 27 24,0 13,9

i 6 31 274 10,7

PD 17 63 23,6 8,9

LA 11 40 21,5 6,7

LB 8 21 29,1 12,9

*D: Duroc, L: Landrace, PD: F,-Piétrain*Duroc, L,: Linea genética A, Lg: Linea
genetica B, Y: Yorkshire, SD: desviacion estandar / D: Duroc, L: Landrace, PD: F,-
Pietrain*Duroc, LA: genetic line A, LB: genetic line B, Y: Yorkshire, SD: standard
deviation.

Table 2. Boar age mean and standard deviation added in the study of boar breed composition on phenotypic
reproductive variables of semen quality, cells kinetics and sperm motility. North Huetar Region, Costa Rica. 2016.

Durante el periodo de recoleccién seminal, los animales se mantuvieron en compartimentos separados
(tamafo 12 m?), en donde se podian realizar regularmente medidas zoosanitarias como desparasitaciones.
Los animales se alimentaban una vez al dia, antes del momento de la recoleccién del semen, con 2,5 kg de un
concentrado comercial para verracos (Cuadro 3). Se proporcioné agua ad libitum, mediante dispensadores

automaticos.

CUADRO 3
Composicién nutricional de la alimentacién de verracos, empleados en el estudio de la
influencia de la composicién racial sobre variables reproductivas fenotipicas de calidad
espermdtica, cinética celular y movilidad del semen. Regién Huetar Norte, Costa Rica. 2016.

Materia seca (%) 85,0
Proteina cruda (%) 18,36
Extracto etéreo (%) 4,67
Fibra cruda (%) 4,11
Fosforo (%) 0,67
Calcio (%) 0,80
Sodio (%) 0,46

Zinc (mg/kag) 50
Vitamina A (IU/kg) 5000
Vitamina D3 (IU/kg) 625

Table 3. Composition of feed for the boars, employed in the study of boar breed composition on phenotypic
reproductive variables of semen quality, cell kinetics and sperm motility in North Huetar Region, Costa Rica. 2016.

Recoleccion de muestras de semen y procesamiento
Se recolectaron muestras de semen fresco diluidas 1:1 (vol:vol), en un diluyente estdndar comercial (BTS,
Minitiib, Alemania) para preservacion de semen porcino por periodo corto (tres dias). Las muestras de semen
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se tomaron durante todo el afio 2016. Antes de cada eyaculacién, se estimulé a los verracos, llevandolos
a un corral de extraccién separado que contenia el potro de extracciéon o “maniqui” y se obtuvo el semen
mediante manipulacién manual del pene después de que el verraco montara el “maniqui”. Las tres tltimas
fracciones de semen de cada eyaculado se recogieron en recipientes graduados de coleccion de semen y se
filtraron a través de tres capas de gasa esterilizada para separar las secreciones de glandula bulbouretral de los
otros constituyentes del semen. Después de cada recoleccién de semen, se realizé la evaluacion macroscopica
del volumen. Posteriormente, se colocd la fracciéon filtrada en un bafio maria a 37 °C, donde las muestras
permanecieron durante el periodo de envasado y determinacién de la concentracion.

La concentracién espermética se determiné con un espectrofotémetro. El numero total de
espermatozoides por eyaculado por verraco, se calculé multiplicando la concentraciéon de espermatozoides
por volumen del eyaculado. Cuando hubo que recolectar muestras en mdas de una granja, se respetaron todos
los protocolos de bioseguridad de cada granja y fueron los técnicos de cada una de ellas los que realizaban la
extraccién seminal. Las muestras de semen que cumplian las calidades minimas paralaIA, esto es, un minimo
de 80% de morfologia normal y de concentracién de espermatozoides (>200x106 espermatozoides/ml),
se colocaron en cajas de polietileno y se trasladaron al Laboratorio de Reproduccién Animal del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica, donde se mantuvieron almacenadas 24 h antes de procesarse.

Anilisis automatizado de movilidad y cinética espermética

Una vez llegadas las muestras al Laboratorio de Reproduccién Animal, previo a su analisis, se almacenaron
en un frigorifico climatizado a 17 °C, durante 24 h. La movilidad de las células y las caracteristicas cinéticas de
los espermatozoides se evaluaron con un sistema CASA (sistema integrado de andlisis de semen o “Computer-
assisted semen analysis”), junto con un microscopio de contraste de fase (UB203i) con un objetivo de
contraste de fase negativo 10x y una placa calefactada a 37 °C. Los archivos de video se grabaron y analizaron
a veinticinco imdgenes por segundo (fps “frame per second”) durante dos segundos. La motilidad de los
espermatozoides se determind agregando una alicuota de 2,7 pl del eyaculado, previa agitacién del tubo
Eppendorf, en un modelo de cimara comercial ISAS-D4C20 de 20 pm de profundidad. Cada muestra se
analizé por duplicado y se tomaron como minimo siete campos. Se considerd para este estudio, el drea de la

cabeza de los espermatozoides (4rea; ymz) y varios parametros de movilidad que se describen a continuacién,
segun clasificaciones propuestas por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2010).

La motilidad total (MTOT, %), se definié como el porcentaje de células méviles que presentaron una
velocidad curvilinea (VCL)>10 pm/s dentro de la muestra. La motilidad progresiva (MP), indicé las células
que presentaban un movimiento hacia delante en linea recta. Los métiles no progresivos (MNP) fueron
espermatozoides moviles, pero con prevalencia de movimientos circulares. La velocidad curvilinea (VCL;
um/s), se definié como la velocidad de la cabeza del espermatozoide alo largo de la trayectoria curvilinea real.
La velocidad rectilinea (VSL; pm/s) se fij6 como la velocidad de la cabeza del espermatozoide a lo largo de
la linea recta entre la primera y la tltima posicién detectada. La velocidad de la trayectoria promedio (VAP;
um/s), se calculé como una interpolacion entre los puntos correspondientes a la trayectoria de la VCL. El
indice de rectitud (STR; %), se definié como la linealidad de la distancia de la trayectoria promedio (VSL/
VAP), y la linealidad (LIN; %) fue la relacién entre la distancia en linea recta y la distancia de la trayectoria
real (VSL/VCL).

Otros parametros cinéticos que se consideraron para caracterizar la calidad del movimiento espermético
fueron el indice de oscilacién (WOB = VAP/VCL; %), la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
(ALH; pm), expresado como la altura maxima (o media) de la amplitud del movimiento oscilatorio de
la trayectoria curvilinea, y la frecuencia de batido (BCF; Hz), expresada como el nimero de veces que la
trayectoria curvilinea cruza la lineal. La configuracién del software se ajust6 al anélisis de espermatozoides

del verraco: de 10 a 80 um?, para el area de la cabeza, y 11 para conectividad. Ademds, se determinaron los
porcentajes de espermatozoides méviles progresivos, no progresivos y estaticos. El movimiento progresivo
se definié como el porcentaje de espermatozoides que presentaron movimiento con un indice de rectitud
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(STR)275% dentro de la muestra. Los espermatozoides estdticos correspondicron a aquellas células que
presentaron una velocidad curvilinea (VCL) <10 um/s. Dentro de los espermatozoides moviles, se determiné
el porcentaje de células con movimiento considerado rdpido, medio y lento, de acuerdo con el criterio de
velocidad (um/s): 10< lento 25< medio <45 répido.

Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de normalidad y homocedasticidad, usando Shapiro-Wilk y Levene,
respectivamente, a los datos obtenidos del andlisis de todos los pardmetros espermaticos. Al intentar ajustar
al modelo de la distribucién normal, algunas variables se transformaron usando la funcién arcoseno de
la raiz cuadrada (arcsin \/x) antes de ejecutar el ANOVA de medidas repetidas. Incluso, después de la
transformacién arcoseno cuando las variables no se distribuyeron con arreglo a la normal, se realizaron
analisis no paramétricos con la prueba de Kruskal-Wallis, y cuando se detectaron diferencias estadisticamente
significativas al usar esta prueba, se utilizé la prueba U no paramétrica de Mann-Whitney para comparar pares
de valores directamente. Cuando se comprobaron las hipétesis de la distribucién normal y la homogeneidad
de varianzas, se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas. El modelo estadistico utilizado fue del tipo:

Yijkimno= it + Gi + Ej + R + Ap + EYyq) + ED,, +(EED);,, +(ER)jx +(RED )k + £(ijkimn)o

Donde,

Yijkimno = 0-¢ésima observacion correspondiente al i-ésimo factor G, del j-ésimo factor E, en el £-ésimo factor
R, del /-ésimo del factor A en el nivel #-ésimo del factor EY dentro del nivel /-ésimo del factor A del nivel
m-ésimo del factor ED (observacién= 1, 2, ..., 0).

u = media general.

G; = efecto del nivel i-ésimo del factor G (granja; i= 1,2, 3, ..., g).

E; = efecto del nivel j-ésimo del factor E (época; j= 1, 2).

R = efecto del nivel £-¢ésimo del factor R (grupo racial; k= 1,2,3, ..., )

Ap = efecto del nivel /-ésimo del factor A (animal; 1=1, 2, 3, ..., a)

EYwm@) = efecto producido por el nivel m-ésimo del factor EY dentro del nivel /-ésimo del factor A
(eyaculado; m=1,2, 3, ..., ey)

EDy = efecto del nivel n-ésimo del factor ED (edad; n=1, 2, 3)

(EED);s= efecto producido por la interacciéon E*ED.

(ER);x = efecto producido por la interaccion E*R

(RED)x, = efecto producido por la interaccién R*ED

€(ijkimn)o = error experimental. Se suponen variables aleatorias independientes N (0, o)

Los modelos lineales generales y mixtos se utilizaron para analizar las variables de cinética y movilidad
del semen de verracos de diferentes razas o composicidn genética hibrida. El espacio muestral () total fue
de 63 unidades experimentales. Se realizaron pruebas de comparacién multiple por el método de minimos
cuadrados, y se utilizé la correccién de Bonferroni, con un nivel de significacién estadistica de <0,05.

Se realiz6 andlisis multivariante con el propdsito de identificar subpoblaciones de espermatozoides del
conjunto completo de datos de movilidad. El primer paso fue realizar un analisis de componentes principales
(PCA). Para seleccionar el nimero de componentes principales a utilizar en el préximo paso del andlisis, se
sigui6 el criterio de seleccionar solo aquellos con un valor propio (varianza extraida para ese componente
principal particular) >1 (criterio de Kaiser). Ademds, se comprob¢ la factibilidad del andlisis factorial
(AF), mediante la prueba de esfericidad de Bartlett para contrastar la hipétesis nula, de que la matriz de
correlaciones es una matriz identidad, y el indice KMO (Kaiser-Meyer-Olkin), determina el calculo de las
correlaciones entre dos variables una vez eliminada la influencia que las restantes variables ejercen sobre ellas
e indica la conveniencia de realizar el AF.

El segundo paso fue realizar un procedimiento de cluster de dos pasos con los indices derivados obtenidos
después del PCA con los datos seminales. Todas las mediciones de los espermatozoides dentro de cada granja,
raza, animal y eyaculado, se agruparon mediante parimetros de forma y tamafio, con un procedimiento
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de agrupamiento no jerarquico (modelo k-medias y distancia euclidea). Esto clasifica los espermatozoides
del conjunto de datos en un pequenio numero de subpoblaciones de acuerdo con la velocidad, linealidad y
progresividad de las células. Este andlisis permitio la identificacién de subpoblaciones de espermatozoides y
la deteccion de valores atipicos.

Los andlisis estadisticos se realizaron usando Statgraphics Centurion XVII, 17.2.04. (32-bit) (1982-2016
por Statpoint Technologies Inc., USA).

RESULTADOS

Anilisis convencional del semen

Se encontrd un efecto (P<0,05) de granja para las variables: concentracién del eyaculado, volumen,
numero total de espermatozoides y motilidad total. El efecto de eyaculado también fue significativo para las
variables anteriores, excepto para el volumen de eyaculado. La época no fue significativa (P>0,05) para las
variables analizadas. Los efectos del grupo racial y las interacciones época*grupo racial y edad*grupo racial,
fueron significativos (P<0,05) para las variables de movilidad estudiadas, excepto para la concentracién de
espermatozoides.

Los resultados de la motilidad total, la concentracién espermdtica, el volumen del eyaculado y el niimero
total de espermatozoides por eyaculado de los verracos de las diferentes razas o lineas genéticas, se muestran
en la Figura 1. La motilidad total fue estadisticamente diferente (P<0,05) entre los grupos raciales Landrace
y F1 Pietrain*Duroc. El volumen de eyaculado fue la variable que mostré6 més diferencia entre grupos
(P<0,05), especialmente entre los verracos de las razas Yorkshire, linea A, linea B y Landrace, en orden
decreciente. Ademas, el andlisis estadistico indicé que, no habia diferencias significativas en la concentracion
de espermatozoides entre los verracos de diferentes grupos raciales (P>0,05). Los verracos de la raza Duroc
presentaron un menor numero total de espermatozoides con respecto a los demds grupos raciales, mientras
que, los verracos de la raza Yorkshire presentaron mayor niimero total de espermatoides en relacién con los
verracos de la Linea B y los machos F1 Pietrain*Duroc (P<0,05; Figura 1).
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FIGURA 1
(a) Motilidad espermatica, (b) concentracién de espermatozoides en eyaculado, (c) volumen de eyaculado,
(d) nimero total de espermatozoides en eyaculado por raza o linea genética de los verracos empleados
en el estudio de la influencia de la composicién racial sobre variables reproductivas fenotipicas de

calidad espermatica, cinética celular y movilidad del semen. Regiéon Huetar Norte, Costa Rica. 2016.
Resultados se expresan como medias minimo-cuadréticas con intervalos de confianza al
95% (IC95%). a,b,c,d Valores con distinto superindice difieren significativamente P<0,05.
Figure 1. (a) Sperm motility, (b) concentration of spermatozoa in ejaculate, (c) ejaculate volume, (d) total number
of spermatozoa per ejaculate per boar breeds or genetic line added in the breed composition study on phenotypic
reproductive variables of semen quality, cells kinetics and sperm motility. North Huetar Region, Costa Rica. 2016.
D: Duroc, L: Landrace, PD: F1-Pietrain*Duroc, LA: genetic line A, LB: genetic line B, Y: Yorkshire.
Results are expressed as least square mean and 95% confidence interval of

the mean (95%Cl). a,b,c,d Values with different superscripts differ P<0.05.

Anilisis automatizado del semen por un sistema CASA-Mot

El efecto de granja fue significativo (P<0,05) para todas las variables de cinética. El grupo racial también
resultd significativo para las variables de cinética, excepto para ALH. Los efectos de eyaculado, época y
edad, no resultaron significativos (P>0,05) para las variables de cinética, excepto para VAP (P<0,05). La
interaccién época*grupo racial mostré un efecto significativo (P<0,05) para velocidad rectilinea y linealidad.
La interaccién edad*grupo racial solo fue significativa para las velocidades (P<0,05). La interaccién
época*edad no fue significativo (P>0,05).

Se encontré un efecto (P<0,05) del grupo racial en los pardmetros de cinética espermatica, excepto para la
ALH. La VCL fue estadisticamente diferente entre la linea genética A y la raza Yorkshire, con una diferencia
de medias de 5,63+1,86 pm/s. La linea genética A, también presentd los mayores valores (P<0,05) de VSLy
VAP. La VSL fue diferente entre esta linea genética con respecto a la raza Landrace y el F1 Pietrain*Duroc, y
no presenté diferencias entre estos dos ultimos grupos raciales, mientras que, para la VAP, hubo diferencias
entre la linea A y la raza Landrace, el F1 Pietrain*Duroc y la linea genética B. La raza que presenté el
mayor indice de linealidad (LIN) fue la linea genética B, mientras que, el menor fue mostrado por la F1
Pietrain*Duroc. No hubo diferencias entre el STR de las dos lineas genéticas (A y B), mientras que, para
el WOB, las diferencias estadisticas detectadas fueron entre la linea B y el F1 Pietrain*Duroc, este tltimo
presentd el menor indice de oscilacién. Para la BCF solo hubo diferencias entre las lineas genéticas A y B

(Cuadro 4).
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Pardmetros cinéticos de calidad espermética (medias+EE) de verracos segun linea

genética y/o raza, empleados en el estudio de la influencia de la composicién

racial sobre variables reproductivas fenotipicas de calidad espermitica, cinética
celular y movilidad del semen, en la Regién Huetar Norte, Costa Rica. 2016.

Parametro

Grupo racial*

cinético D Y L PD LA LB

VCL (pm/s) 58,91+1,01% 55,08+1,42* 57,20+1,30*® 57,75+0,90* &0,71+1,12° 54,02+1,53%
VSL (pm/s) 29,70+0,67% 29,05+0,90% 27,45+0,86° 27,24+0,60° 31,19+0,75* 29,59+0,97%
VAP (pm/s) 38,08+0,662t 37,16+1,0%* 36,28+0,85* 35,99+0,59* 40,02+0,74* 36,6210,97*
LIN (%) 51,16+1,09*" 52,69+1,52*" 49,16+1,40*® 48,08+0,98® 51,67+1,23*® 55,55+1,64°
STR (%) 77,41+0,91* 77,43%1,27* 75,04+1,16* 75,08+0,81" 77,64+1,02* 80,25%1,37*
WOB (%) 65,47+0,83*® 67,51+1,17* 6£&4,38+1,07** 63,11+0,75" 66,21+0,94*° £8,43+1,26°
ALH (pm) 2,61+0,11 2,26%0,16 2,33+0,15 2,39+0,10 2,41+0,13 2,15+0,18

BCF (Hz) 7,91+0,08*® 7,62+0,11* 7,76+0,10* 7,65+0,07*® 8,00+0,09% 7,55+0,12¢0

* D: Duroc, L: Landrace, PD: F1-Piétrain*Duroc, LA: Linea genética A, LB: Linea genética B, Y:
Yorkshire. VCL: velocidad curvilinea, pm/s; VSL: velocidad rectilinea, pm/s; VAP: velocidad media,
pm/s; LIN: indice de linealidad, %; STR: indice de rectitud, %; WOB: indice de oscilacion, %;
ALH: desplazamiento lateral de la cabeza, pym; BCF: frecuencia de entrecruzamiento, Hz. EE: error
estandar. #® Dentro de fila, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas
P<0,05 / *D: Duroc, L: Landrace, PD: Fi-Pietrain*Duroc, LA: genetic line A, LB: genetic line B,
Y: Yorkshire. VCL: curvilinear velocity, pm/s; VSL: straight line velocity, pm/s; VAP: average path
velocity, pm/s; LIN: linearity of forward progression, %; STR: straightness, %; WOB: wobble,
%; ALH: amplitude of lateral head displacement, pm; BCF: beat-cross frequency, Hz; LSM: Least
squares means; SE: standard error. *® Within the same row, values with different superscripts
show significant difference at P<0.05.

Table 4. Kinematic parameters of boar sperm quality (LSM+SE) for genetic line and/
or breed added in the breed composition study on phenotypic reproductive variables of
semen quality, cells kinetics and sperm motility. North Huetar Region, Costa Rica. 2016.

Los efectos de granja, eyaculado, época y grupo racial, asi como los de las interacciones época*grupo racial
y edad*grupo racial, resultaron significativos (P<0,05) para los espermatozoides méviles progresivos, moviles
no progresivos y répidos. Para los espermatozoides clasificados como medios, todos los efectos resultaron
significativos excepto la época. En los espermatozoides clasificados como lentos, solo el eyaculado y la edad
no resultaron significativos (P>0,05). La granja, el eyaculado, ¢l grupo racial y las interacciones época*grupo
racial y edad*grupo racial, fueron significativos (P<0,05) para los espermatozoides clasificados como estticos.

La categorizacion de los espermatozoides segtin su velocidad en rdpidos (>45 um/s), medios (25< x <45
um/s), lentos (10< y <25 um/s) y estdticos, mostrd para la categorfa de movimiento rapido diferencias entre
las razas Duroc, Yorkshire y Landrace, con diferencias entre medias de 7,48, 11,68 y 4,20%, respectivamente.
No hubo diferencias (P>0,05) entre la raza Duroc y la linea B, ni entre la raza Yorkshire y la linea A.

Las razas con mayores porcentajes de espermatozoides lentos fueron Yorkshire y Landrace, con valores
de 11,49 y 10,11%. No hubo diferencias (P>0,05) entre el porcentaje de espermatozoides lentos en la
raza Duroc, F1 Pietrain*Duroc, linea A y linea B. La raza Landrace present6 el mayor porcentaje de
espermatozoides estéticos (29,30%; P<0,05) con respecto a los demds grupos raciales (Cuadro 5).
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CUADRO 5
Porcentajes (medias+EE) de espermatozoides de verraco con movimiento categorizado
como rapido (>45 um/s), medio (25<x<45 pm/s) y lento (10 (10<y>25 um/s), asi como
espcrmatozoides estaticos, segin grupo racial o linea genética. Region Huetar Norte, Costa Rica. 2016.

Grupo racial*

D Y L PD LA LB
Rdpidos 48,21+2,10* 40,73+2,37° 36,53+2,18° 47,34+1,51* 42,86+1,90° 46,68+2 562
Medios 19,61+1,08 22,71+41,22= 24,72+1 12 22,82+40,77* 23,65+0,98* 19,99+1,31*
Lentos 8,96+0,83* 11,49+0,94* 10,11+0,86% 7,42+0,59° 8,94+0,75* 7,96+1,01*
Estaticos 24,36+1,52® 25,08+1,72% 29,30+1,57* 22,4341,09* 24,58+1,37® 25,40+1,85"

* D: Duroc, L: Landrace, PD: F1-Piétrain*Duroc, LA: linea genética A, LB: linea genética B,
Y: Yorkshire. EE: error estandar. abcDentro de fila, valores con diferente superindice
presentan diferencias significativas P<0,05 / * D: Duroc, L: Landrace, PD: F1-Pietrain®*Duroc,
LA: genetic line A, LB: genetic line B, Y: Yorkshire. LSM: Least squares means; SE: standard

error. #2c Within the same row, values with different superscripts show significant difference
at P<0.05.

Table 5. Percentages (LSM+SE) of boar spermatozoa with movement rapid (>45 um/
s), medium (25<x<45 pm/s) and slow (10<y<25 um/s), as well as static spermatozoa for
breed, according to racial group or genetic line. North Huetar Region of Costa Rica. 2016.

Los grupos raciales que mas se diferenciaron (P<0,05) en los valores de motilidad total y progresiva
fueron F1 Pietrain*Duroc y Landrace, con una diferencia de medias de 6,77% y 8,05%, respectivamente,
mientras que, para los demds grupos raciales no hubo diferencias (P>0,05). La linea genética B presenté los
valores menores de espermatozoides métiles no progresivos con un valor de 16,50%, mientras que, para los
demds grupos raciales no se presentaron diferencias (P>0,05). La linea genética A presentd el mayor valor
(P<0,05) de espermatozoides mdtiles progresivos rapidos; para los demds grupos raciales no hubo diferencias
significativas y el rango de valores varié entre 41,30 y 44,01% (Cuadro 6).

CUADRO 6
Porcentajes (medias+EE) de espermatozoides de verraco con movilidad progresiva segin clasificaciéon
de la WHO (2010), segun grupo racial o linea genética. Region Huetar Norte, Costa Rica. 2016.

Grupo racial*

D Y L PD LA LB
MTOT 75,8241,52® 74,93+1,71** 70,71+1,57° 77,48+1,09° 75,44+1,37%® 74,62+1,85"
MP 53,70+1,90* 54,08+2,15*" 51,80%1,97* 59,85%+1,37° 56,14+1,72% 58,13+£2,32%
MNP 20,90+1,28+ 20,86+1,45* 18,91+1,33* 17,72+092* 19,31+1,16* 16,50+1,57*
MPR 42,98+2,12% 41,30+£2,40° 42,85+2,20® 43,56+1,53" 50,03£1,92* 44,01+2,59°

* D: Duroc, L: Landrace, PD: F1-Piétrain*Duroc, LA: linea genética A, LB: linea genética
B, Y: Yorkshire. EE: error estandar. MTOT: motilidad total, MP: motilidad progresiva (> 5
pmy/s), MNP: motilidad no progresiva (< 5 pm/s), MPR: motilidad progresiva rapida (= 25
pm/s). >t Dentro de fila, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas
P<0,05 / * D: Duroc, L: Landrace, PD: Fi-Pietrain*Duroc, LA: genetic line A, LB: genetic
line B, Y: Yorkshire. LSM: Least squares means; SE: standard error. MTOT: total motility,
MP: progressive motility (> 5 pm/s), MNP: non-progressive motility (< 5 pm/s), MPR: rapid
progressive motility (2 25 pm/s). ¢ Within the same row, values with different superscripts

show significant difference at P<0.05.

Table 6. Percentages (LSM+SE) of boar spermatozoa with progressive motility, as classified by WHO
(2010) for breed, according to racial group or genetic line. North Huetar Region, Costa Rica. 2016.
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Hubo un efecto (P<0,05) del tipo de verraco sobre la movilidad espermética en variables como la motilidad
total, la motilidad progresiva y sobre la clasificacién de espermatozoides en rapidos, medios, lentos y estaticos.

Aunque hubo un efecto (P<0,05) del tipo de verraco sobre la motilidad progresiva, las diferencias no
fueron biolégicamente relevantes. Los verracos “abuelos” presentaron células menos rédpidas en relacion
con los verracos “terminales” (36,26 vs 45,60, respectivamente). Ademds, los “abuelos” presentaron mayor
cantidad de espermatozoides medios, lentos y estaticos, con diferencias de medias con respecto a los
“terminales” de 2,22, 2,75y 4,39%, respectivamente. El efecto del tipo de verraco no influy6 (P>0,05) sobre
variables como la motilidad no progresiva y la motilidad progresiva de espermatozoides clasificados como

rdpidos (Cuadro 7).

segun la funcién reproductiva dentro de granja. Region Huetar Norte, Costa Rica. 2016.

CUADRO 7
Pardmetros de calidad del movimiento (medias+EE) de espermatozoides de verraco

Tipo de verraco*

Parametro (%) Terminal Abuelo

MTOT 75,740,622 71,36+1,63b
MP 56,75+0,77° 52,3242,012
MNP 19,02+0,51 19,05+1,33
MPR 44,16+0,88 45,30+2,30
Rapidos 45,60+0,86° 36,26+2,23b
Medios 21,72+0,442 23,94+1,15°
Lentos 8,46+0,34° 11,21+0,88b
Estaticos 24,26+0,63° 28,65+1,62b

* Terminal: verraco cuya progenie es enviada a mercado, Abuelo: verraco cuya
progenie se utiliza para obtener reemplazos dentro de la granja. MTOT: motilidad
total, MP: motilidad progresiva (> 5 pm/s), MNP: motilidad no progresiva (< 5
pm/s), MPR: motilidad progresiva rapida (= 25 pm/s). EE: error estandar. Rapidos
(> 45 pym/s), medios (25 < x < 45 pm/s), lentos (10 < y < 25 pm/s). >t Dentro
de fila, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas
P<0,05 / * Terminal: boar whose offspring sent to market, Abuelo: boar whose
offspring is then used to access replacements into the farm. MTOT: total motility,
MP: progressive motility (> 5 pm/s), MNP: non-progressive motility (< 5 pm/s),
MPR: rapid progressive motility (= 25 pm/s). LSM: Least squares means; SE:
standard error. Rapid (> 45 pm/s), medium (25 £ x < 45 pm/s), slow (10 < y < 25
pm/s). *F Within the same row, values with different superscripts show significant
difference at P<0.05.

Table 7. Boar sperm motility quality parameters (LSM+SE) according to

reproductive function into the farm. North Huetar Region, Costa Rica. 2016.

La tendencia en los verracos adultos fue a presentar mayores volimenes de eyaculado, y como consecuencia

mayor nimero total de espermatozoides. La tendencia fue similar para las variables de cinética en donde los

verracos adultos tendieron a presentar mayores velocidades (VSL y VAP) que los verracos jévenes. La edad

de los animales no fue relevante (P>0,05) para los indices cinéticos (Cuadro 8).
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CUADRO 8
Pardmetros espermaticos y cinéticos (medias+DE) segtin edad del verraco, empleado en el estudio

de la influencia de la composicion racial sobre variables reproductivas fenotipicas de calidad
espermatica, cinética celular y movilidad del semen. Regién Huetar Norte, Costa Rica. 2016.

Variable Edad {meses)
<8 28y <18 = 18

MTOT (%) 76,53+2,63 75,17+1,04 75,08+0,74
CONC (10%/ml) 0,34+0,02 0,33+0,01 0,34+0,01
VOL (ml) 212,88+19,17%® 207,76+8,64°b 246,41+6,492
NTEE (10%) 73,60+9,15%® 61,95+4,01b 87,83+3,10°
MP (%) 59,44+3,24 54,81+1,28 56,62+0,91
MNP (%) 17,12+2,14 20,45+0,84 18,46+0,60
VCL (pm/s) 54,2242 15k 59,49+0,852 57,34+0,60b
VSL (pm/s) 25,94+1 42t 29,21+0,56° 28,98+0,40°
VAP (pm/s) 34,27+1,41° 38,18+0,56° 37,22+0,39°
LIN (%) 47,87+2,29 49,87+0,91 51,24+0,64
STR (%) 74,46+1,89 75,76%0,75 77,43+0,53
WOB (%) 63,38+1,76 64,94+0,70 65,52+0,49
ALH (pm) 2,33+0,23 2,53+0,09 2,34+0,07
BCF (Hz) 7,47£0,17° 7,93+0,072 7,70£0,050

MTOT: motilidad espermatica, CONC: concentracion de espermatozoides en
eyaculado, VOL: volumen de eyaculado, NTEE: numero total de espermatozoides
en eyaculado. VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; VAP: velocidad
media; LIN: indice de linearidad; STR: indice de rectitud; WOB: indice de oscilacion;
ALH: desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de entrecruzamiento.
EE: error estandar. >t Dentro de fila, valores con diferente superindice presentan
diferencias significativas P<0,05 / MTOT: total motility of spermatozoa, CONC:
concentration of spermatozoa in ejaculate, VOL: ejaculate volume, NTEE: total
number of spermatozoa per ejaculate. VCL: curvilinear velocity; VSL: straight line
velocity; VAP: average path velocity; LIN: linearity of forward progression; STR:
straightness; WOB: wobble; ALH: amplitude of lateral head displacement; BCF:
beat-cross frequency; LSM: Least squares mean; SE: standard error. *® Within the
same row, values with different superscripts show significant difference at P<0.05.

Table 8. Sperm and kinematic parameters of boar (LSM+SD) for age intervals used in the breed composition study on
phenotypic reproductive variables of semen quality, cells kinetics and sperm motility. North Huetar Region, Costa Rica. 2016.

El anélisis de componentes principales permiti6 extraer cuatro componentes segun el criterio Kaiser >1,y
explicé 87,47% de la varianza total. El primer componente se caracterizé por presentar células “lineales”, es
decir, con indices de rectitud y linealidad. El segundo correspondié a células caracterizadas por su “velocidad”
curvilinea, promedio y lineal. El tercer componente principal se asocié a células con un “movimiento
rapido y progresivo”, mientras que, el cuarto estuvo relacionado con “células no deseadas”, categorizado
por espermatozoides con movimiento no progresivo y lento (Cuadro 9). En el andlisis de subpoblaciones
por medio de “clusters” multivariante realizado sobre 10 420 espermatozoides se identificaron cuatro
subpoblaciones espermaticas con distintos tipos de movimiento.
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CUADRO 9
Vectores propios de componentes principales (CPs), de pardmetros de cinéticay
movilidad de espermatozoides de verraco empleados en el estudio de la influencia de
la composicion racial sobre variables reproductivas fenotipicas de calidad espermatica,
cinética celular y movilidad del semen. Regién Huetar Norte, Costa Rica. 2016.

Vectores propios*/®
1 2 3 4

LIN 0,993
WoB 0,918
STR 0,860
VSL 0,712 0,666
VCL 0,913
VAP 0,883
BCF 0,769
Estaticos -0,971
Moviles 0,819 -0,492
progresivos
Rapidos 0,784 -0,491
Moviles no 0,934
progresivos
Lentos 0,888

Varianza 2743 22,38 19,21 18,15
explicada (%)

* Se expresan las variables mas importantes en cada CP. Solo se presentan
vectores propios > 0,4. * Matriz de componente rotado, metodo de rotacion:
Varimax con normalizacion Kaiser. La rotacion ha convergido en 5 iteraciones.
VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; VAP: velocidad media; LIN:
indice de linearidad; STR: indice de rectitud; WOB: indice de oscilacion; ALH:
desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de entrecruzamiento. MP:
motilidad progresiva (> 5 pm/s), MNP: motilidad no progresiva (< 5 pm/s), MPR:
motilidad progresiva rapida (= 25 pm/s). Rapidos (> 45 pm/s), Lentos (10 < y <
25 pmy/s) / * Expresses the more important variables in each PC. Only eigenvectors
> 0.4 are presented. ® Rotated component matrix, rotation method: Varimax with
Kaiser normalization. The rotation has converged in 5 iterations. VCL: curvilinear
velocity; VSL: straight line velocity; VAP: average path velocity; LIN: linearity of
forward progression; STR: straightness; WOB: wobble; ALH: amplitude of lateral
head displacement; BCF: beat-cross frequency. MP: progressive motility (> 5
pmyfs), MNP: non-progressive motility (< 5 pm/s), MPR: rapid progressive motility
(= 25 pm/s). Rapid (> 45 pm/s), Slow (10 < y < 25 pm/s).

Table 9. Eigenvectors of principal components (PCs) for boar sperm kinetics and motility
parameters added in the breed composition study on phenotypic reproductive variables of
semen quality, cells kinetics and sperm motility. North Huetar Region, Costa Rica. 2016.

La subpoblacién 1: constituida por espermatozoides con una velocidad moderada, con VCL =51,84+6,94
um/s, VSL =29,46+6,64 pm/s y VAP =56,7349,66 um/s, pero de trayectoria progresiva (LIN
=56,7349,66%; STR =80,92+6,75%; ALH =2,13+0,28 pm; y BCF =7,49+0,56 Hz, MP =62,9849,96%).
Del total de los espermatozoides, el 46,83% fueron asignados a esta subpoblacidn. La subpoblacién 2 estuvo
representada por espermatozoides con un movimiento activo, pero no progresivo, reﬂejado por valores altos
de VCL=55,6749,91 um/s y ALH= 2,324+0,33 um, y bajos de LIN (46,95+12,38%), STR (74,7849,96%)
y MP (35,91410,96%). Ademds, en esta subpoblacion se encontré el mayor porcentaje de espermatozoides
estdticos (49,22+11,56%). El 14,78% del total de espermatozoides formé parte de este grupo (Cuadro
10). La subpoblacién 3 presenté la menor cantidad de células con un 8,45%; las cuales mostraron una
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velocidad baja, caracterizada principalmente por mostrar VAP =37,78+7,88 um/s, VCL =57,94+11,27
um/s, VSL =29,59+7,56 um/s y trayectoria progresiva (LIN =51,38+10,37%; STR =77,89+7,60%; WOB
=65,50+8,02%; MP =63,40+10,34%; MPR =56,91£16,69%). La subpoblacién 4 estuvo representada por
el 29,94% de la poblacién total, incluy6 aquellos espermatozoides con movimiento més rapido pero no
progresivo, indicado por los valores més elevados de VCL (68,4148,71 um/s), VSL (29,2247,52 pm/s), VAP
(40,65+6,83 um/s) y BCF (8,2940,94 Hz), junto con una baja LIN (42,61+8,87%), STR (70,82+10,63%),
WOB (59,5146,74%), MP (27,73+11,44), MNP (49,13+11,11) y moderada ALH (2,70+0,32 ym)
(Cuadro 10).

CUADRO 10
Valores medios (+EE) de pardmetros de cinética y de movilidad de las diferentes
subpoblaciones (SPs*) de espermatozoides de verraco empleados en el estudio de la
influencia de la composicién racial sobre variables reproductivas fenotipicas de calidad
espermitica, cinética celular y movilidad del semen. Regién Huetar Norte, Costa Rica. 2016.

Variable SP1 SP2 SP3 SP4
n/% 4880/46,83 1540/14,78 880/8,45 3120/29,94
VCL (um/s)  51,84%0,54  55,67+0,96® 57,94+1,27® 68,41%0,67°
VSL (um/s)  29,46+0,46°  25,91+0,82® 29,59+1,08° 29,22+0,57°
VAP (um/s)  36,15+0,44®  34,25+0,78® 37,78+1,03°  40,65%0,55¢
LIN (%) 56,73+0,64°  46,96+1,13*  51,38+1,50® 42,61+0,80¢
STR (%) 80,92+0,55°  74,78+0,98° 77,89+1,30®  70,82+0,69°
WOB (%) 69,79+0,50° 62,00+0,88*  65,50+1,17°  59,51+0,62¢
ALH (pm) 2,13+0,07<  2,32+0,13*  2,98+0,17°  2,70+0,09%
BCF (Hz) 7,49+0,05°  7,50+0,09%  7,83+0,12° 8,29+0,06°
MP (%) 62,98+9,96° 35,91+10,96° 63,40+10,34®° 27,73+11,44°
MNP (%) 16,21+5,21k  14,87+4,94c  17,08+5,50° 49,13+11,112
MPR (%) 39,80+15,96° 38,50+16,91* 56,91+16,69° 34,12+22,46b
Rapidos (%) 48,85+15,186 27,12+10,17° 54,04+14,19° 15,19+11,479
Lentos (%) 7,85%4,51b 6,76+3,35° 6,55+3,94°  25,91+10,66°
Estaticos (%) 20,85+7,86* 49,22+11,56° 19,53+7,88" 23,15+10,27b

* Subpoblaciones. VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; VAP: velocidad
media; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud; WOB: indice de oscilacién;
ALH: desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de entrecruzamiento. EE:
error estandar. MP: motilidad progresiva (> 5 pm/s), MNP: motilidad no progresiva (<
5 pm/s), MPR: motilidad progresiva rapida (= 25 pm/s). Rapidos (> 45 pm/s), Lentos
(10 < y < 25 pm/s). a,b,c Dentro de fila, valores con diferente superindice presentan
diferencias significativas P<0,05 / * Subpopulation. VCL: curvilinear velocity; VSL: straight
line velocity; VAP: average path velocity; LIN: linearity of forward progression; STR:
straightness; WOB: wobble; ALH: amplitude of lateral head displacement; BCF: beat-cross
frequency. LSM: Least squares mean; SE: standard error. MP: progressive motility (> 5
pm/s), MNP: non-progressive motility (< 5 pmy/s), MPR: rapid progressive motility (= 25
um/s). Rapid (> 45 pm/s), Slow (10 < y < 25 ym/s). a,b,c Within the same row, values
with different superscripts show significant difference at P <0.05.

Table 10. Mean values (+SE) of each kinetic and motility parameter corresponding to different
subpopulations (SPs*) for boar sperm used in the breed composition study on phenotypic reproductive
variables of semen quality, cells kinetics and sperm motility. North Huetar Region of Costa Rica. 2016.

DiscusioN
El andlisis de semen asistido por computadora es util y necesario en los centros de inseminacién artificial

y en las empresas dedicadas a la venta de dosis seminales, porque optimiza la produccién de las mismas

498



ANTHONY VALVEBDE, ET AL. EFECTO DE LA COMPOSICION RACIAL SOBRE LA CALIDAD ESPERMATICA DE VERRACOS...

(Broekhuijse et al., 2012) y garantiza una objetiva evaluacién de la calidad seminal. En estudios anteriores se
ha descrito que la calidad seminal es multifactorial. La especie, raza, edad, época, nutricion, salud, estimulo
sexual, estrés y tamano testicular son factores que pueden influir en la calidad del semen (Ciereszko et al.,
2000; Kawecka et al., 2008; Kondracki et al., 2012). En relacion con el efecto del verraco y el grupo racial
en la evaluacién de la calidad del semen, los resultados en este trabajo mostraron diferencias (P<0,05) entre
razas y lineas genéticas estudiadas. Los verracos estudiados presentaron més variabilidad en los caracteres
relacionados con la cantidad de semen (volumen, concentracién y nimero total de espermatozoides) que en
rasgos de calidad del mismo (motilidad espermdtica). Las razas difirieron en el volumen de sus eyaculados
(P<0,05), esto influyd en el nimero total de espermatozoides, lo cual es consistente con los resultados
de Wolf'y Smital (2009) y Tipiloagi et al. (2013), quienes encontraron que habfa diferencias numéricas,
pero no estadisticamente significativas. El volumen de eyaculado difirié entre verracos de diferentes razasy
composicién genética, la raza Yorkshire presenté el mayor volumen y la Duroc el menor (P<0,05).

El volumen eyaculado promedio en las razas Landrace, Yorkshire y la linea genética A, obtenido fue
consistente con los resultados encontrados por Wolf y Smital (2009) y Tipiloagi et al. (2013), pero
mayores que los volumenes de eyaculado encontrados por Savi¢ et al. (2013). El volumen promedio de
eyaculado en el presente estudio fue aproximadamente 231,13+97,40 ml para verracos de edades medias de
24,414£10,90 meses. No hubo evidencia suficiente para afirmar que alguna raza fue superior en todos los
rasgos observados. Un mayor volumen de eyaculado en verracos Large White fue encontrado por Knecht et
al. (2014), sin embargo, cuando se compararon con otras razas, estos verracos presentaban valores bajos y poco
deseables para otras variables espermdticas como concentracion. Esto plantea la idea de que los eyaculados
con volumenes mayores, pueden actuar de forma contraproducente en la calidad espermatica al presentar
mayores porcentajes de espermatozoides no funcionales (Martinez-Alborcia et al., 2012) o con menor
movilidad. En este trabajo, los verracos de la raza Yorkshire presentaron el mayor volumen de eyaculado,
pero presentaron menor porcentaje de células con movimiento rapidoy porcentajes altos de espermatozoides
con movimiento medio y lento, sin embargo, esto debe ser estudiado més detalladamente. El valor promedio
de espermatozoides totales en el eyaculado para las razas evaluadas fue de 77,85 x 109 espermatozoides. Sin
embargo, al observar los valores del numero total de espermatozoides, hubo verracos superiores a la media
(Y,L,PDyLA) y otros presentaron valores inferiores (LB y D). En el presente trabajo, los verracos de la raza
Duroc estuvieron muy por debajo del promedio, lo que coincide con lo reportado en estudios previos (Burian
et al.,, 1987; Smital, 2009). El aumento de la actividad espermatogénica se correlaciona positivamente con el
numero total de espermatozoides en el eyaculado, y esto influye en el ntimero de dosis seminales (Wysokiriska
et al., 2009; Adamiak et al., 2010; Knecht et al., 2013). Los autores coinciden en que, ninguna raza sobresale
en todas las caracteristicas del semen (Kennedy y Wilkins, 1984; Oh et al., 2006; Smital et al., 2004).

La concentracién de espermatozoides en el eyaculado varié entre los verracos de distintas razas y lineas
genéticas, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas, coincidiendo con Wolf'y Smital
(2009) y Tipaloaga et al. (2013), quienes no reportaron diferencias significativas en las concentraciones
espermaticas de los verracos de diferentes razas. Se ha descrito que los verracos que tenfan mayor
concentracién de espermatozoides presentaban menor volumen de eyaculado, mientras otros reproductores
tenfan el mayor volumen y la menor concentracién de espermatozoides (Tapiloaga et al., 2013). En el
presente trabajo se registraron resultados similares, los verracos de la raza Duroc tuvieron el menor volumen
de eyaculado (P<0,05), pero con una alta concentracion. Estos hallazgos sugieren que el menor volumen de
eyaculacion puede ser compensado por una mayor concentracién de espermatozoides (Knecht et al., 2014;
Zaja et al.,, 2016). La concentracién de espermatozoides de diferentes razas de verracos y lineas genéticas
obtenida, varié entre 0,325 y 0,357 x 109/ml (325-357 x 106/ml) y fueron consistentes con los datos
obtenidos por Kunavongkrit et al. (2005), Tipaloaga et al. (2013) y Knecht et al. (2014).

Los valores bajos en el total de espermatozoides por eyaculado en la raza Duroc coinciden con los
reportados por Kawecka et al. (2008) en verracos de la misma raza a los 270 dias de edad; sin embargo,
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difirieron de los reportados por Smital (2009). El niimero total de espermatozoides no fue estadisticamente
diferente en los verracos Landrace, F1 Pietrain*Duroc, asi como las lineas A y B, mientras que el mayor
numero de espermatozoide totales lo present6 la raza Yorkshire (110,5 x 109). Resultados similares en el
cruce F1 Pietrain*Duroc fueron obtenidos por Ciereszko et al. (2000) y Knecht et al. (2014) y muy superiores
con respecto a los reportados por Kawecka et al. (2008), con valores entre 20,6 y 28,4 x 109 espermatozoides.
En el presente estudio, los valores del niimero total de espermatozoides por eyaculado fueron menores que
los de Smital (2009) y mayores que los de Kawecka et al. (2008) en razas y manejos reproductivos similares,
por lo que, es necesario més investigacién de las posibles fuentes de variacion en esta caracteristica a nivel de
razay edad de los verracos.

Las diferencias entre razas en la calidad seminal se han demostrado anteriormente (Conlon y Kennedy,
1978; Kennedy y Wilkins, 1984; Ciereszko et al., 2000; Sonderman y Luebbe, 2008; Smital, 2009). La
VSL fue mayor en las razas Duroc, Yorkshire y la linea A. Este es un pardmetro importante en los centros
de inseminacion artificial para el procesado de las dosis seminales. En los trabajos de Holt et al. (1997) y
Brockhuijse et al. (2012), este pardmetro mostrd una relacién positiva con la fertilidad del verraco. Una
mayor velocidad rectilinea podria permitir a los espermatozoides fertilizar mejor el ovocito (Liu et al., 1991).
El indice de linealidad (LIN) present una diferencia relevante entre los grupos raciales LB y PD (7,47%),
mientras que, para el indice de rectitud (STR), las razas PD y L presentaron los porcentajes mas bajos. La VSL
y los indices LIN y STR, se han asociado con la capacidad fertilizante de los espermatozoides y se ha sugerido
que valores elevados de VSL, LIN y STR, podrian ser relevantes en el momento del transporte a través del
tracto genital femenino y, finalmente, la penetracién de la matriz del cumulus (Martinez-Rodriguez et al.,
2012).

No se encontraron diferencias (P>0,05) en la ALH de las diferentes razas estudiadas, sin embargo, la linea
B, presentd el valor menor. En el semen destinado para la inseminacién artificial este valor debe ser bajo
segun Leahy y Gadella (2011). En otros trabajos, la ALH se ha descrito como un pardmetro de motilidad
importante durante la capacitacion espermdtica, y requerido para lograr la penetracién de las barreras de
fertilizacién que rodean al ovocito, como las capas de células del cumulus oophorus y la zona pelcida (Gadea,
2005).

La BCF es una caracteristica del espermatozoide que permite estimar cambios significativos en el patrén
de movilidad del flagelo (Sellés et al., 2003), pero la estimacidn estd asociada con el niimero de imédgenes
por segundo que se pueden obtener con un sistema CASA. La velocidad de captura de imégenes del sistema
CASA en este trabajo fue de 25 Hz pudiendo llegar hasta 60 Hz (especificaciones del sistema ISASv1). Los
resultados del presente estudio demostraron una clara diferenciacién (P<0,05) entre las lineas genéticas Ay
B, donde la primera presentd el valor menor. De acuerdo con Broekhuijse et al. (2012), en el momento de la
evaluacion de la motilidad (semen fresco), se prefiere que las células espermaticas atin no tengan frecuencias
de batido elevadas, y permanecer ast hasta que se produzca la penetracién de la zona pelucida (Gil et al., 2009).

Laraza Landrace presentd el menor porcentaje de células con movimiento rapido y mayores porcentajes de
células con movimiento medio y lento; ademds, fue la raza que presenté mayor cantidad de espermatozoides
estaticos. En contraposicion, la raza Duroc, PD y LB, presentaron mayores porcentajes (P<0,05) de células
con movimiento rapido, sin detectarse diferencias significativas entre ellas. En términos generales, se podria
considerar que los tratamientos que presenten los mayores resultados de velocidad son los mejores (Amann
y Katz, 2004), sin embargo, no existe evidencia bioldgica para apoyar esta suposicion. Las diferencias
individuales entre verracos y entre grupos raciales son independientes del método de evaluacion del semen
(Broekhuijse et al., 2012), y las diferencias en la motilidad y otras caracteristicas seminales son funcién de los
grupos raciales (Sonderman y Luebbe, 2008), por lo que, no puede afirmarse categdricamente que las razas
y/o lineas de verracos con menor movilidad espermatica tengan autométicamente una fertilidad menor.

Las diferencias mas relevantes (P<0,05) en la MTOT y MP se presentaron entre la raza Landrace y el F1
Pietrain*Duroc, donde el cruce F1 present6 los valores mayores. Valores altos de MTOT y MP, se asociaron a
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una mayor proporcién de espermatozoides con un mayor potencial de membrana mitocondrial que, influye
en el estado energético de las mitocondrias de los espermatozoides y se relaciona con las caracteristicas
de la motilidad (Fraser et al., 2007; Dzickoniska et al., 2009; Davila et al., 2016; Wasilewska y Fraser,
2017). Resultados similares a los del presente estudio, para la motilidad total de los espermatozoides, fueron
obtenidos por Gerfen et al. (1994) y Wolf'y Smital (2009). La motilidad espermdtica (Tardif et al., 1999)
y la cinética (Holt et al., 1997) se relacionan con la fertilidad, aunque en otros trabajos se han reportado
resultados inconsistentes (Oh et al., 2010). Un mayor porcentaje de MTOT fue encontrado en verracos
“terminales” con respecto a los “abuelos” (75,74+0,62 vs 71,36+1,63%, respectivamente). Sin embargo, no
hubo diferencias (P>0,05) en el porcentaje de células con movimiento progresivo (MP), ni en el porcentaje
de espermatozoides con movimiento progresivo categorizado como rdpido (MPR).

Algunos autores consideran el efecto de la influencia de la raza en la calidad del esperma en los criterios
de seleccion utilizados para la mejora genética del porcino (Flowers, 1997). Los sistemas actuales de indices
de seleccidn en las lineas maternas (Y, L) toman en cuenta los rasgos reproductivos, mientras que, en las
lineas paternas (LA, LB, D,) utilizadas para produccién de engorde de cerdos, la seleccidn se centra en rasgos
terminales con un potencial impacto negativo en caracteres maternos. Esto podria tener un impacto negativo
en la calidad del esperma del verraco, ya que probablemente un componente genético podria ser responsable
de las diferencias en las caracteristicas de los espermatozoides (Hoflack et al., 2007). Debido a que, en la
industria de la inseminacién artificial la capacidad de los verracos seleccionados de producir eyaculados de
alta calidad y cantidad es fundamental desde el punto de vista econdmico, la seleccién de los verracos debe
ponderarse por los caracteres maternos y terminales para lograr resultados 6ptimos (Knox, 2014).

No se encontrd una correlacién lineal significativa entre la movilidad o concentracién del semen y la edad
de los verracos. El volumen de eyaculado y el nimero total de espermatozoides fue mayor en los verracos
adultos. En otros trabajos se ha reportado una relacién significativa entre la edad de los verracos jévenes y
la movilidad del semen diluido (Schulze et al., 2014). En un estudio con verracos Yorkshire y Landrace con
edades entre 6,5y 10 meses de edad, se reporté aumento de la motilidad espermatica durante el primer afio de
la vida del verraco (Swierstra, 1974). En el presente trabajo, los verracos menores de ocho meses mostraron
una tendencia con valores més elevados de motilidad total, aunque no significativos.

La VSL y la VAP fueron menores (P<0,05) en los verracos jovenes (< 8 meses), sin embargo, la VCL
fue mayor (P<0,05) en los de edad intermedia (28 y <18 meses), y no se detectaron diferencias entre los
verracos menores de 8 meses y los mayores de 18 meses. Estos resultados plantean la idea de que es necesario
considerar la diferenciacién por edad para verracos muy jévenes (menores de ocho meses) con respecto a los
pardmetros cualitativos de la motilidad de los espermatozoides (Schulze et al., 2014). Los verracos jévenes, en
comparacion con los adultos, frecuentemente presentan una calidad de esperma mas variable, lo que coincide
con lo encontrado en este trabajo, se considera preferible proceder con la seleccidon solo después de tres o
cuatro evaluaciones seminales, ya que, la pubertad de un verraco comienza ala edad de 4,5-5,5 meses, mientras
que, su madurez sexual a los 7-8 meses (Schinckel et al., 1983).

En el analisis de componentes principales se identificaron cuatro componentes que en total explicaron
87,47% de la variacién total observada. Existe evidencia de que mayores VAP, VSL y BCF se asocian
positivamente con la integridad de la membrana del flagelo (Grieblové et al., 2017), lo que coincide con
lo encontrado en el presente estudio en el segundo componente principal. Este hallazgo sugiere que, la
integridad de la membrana del flagelo podria promover un movimiento lineal rdpido, que puede facilitar
la progresién del espermatozoide a través del tracto reproductivo femenino (Grieblové et al., 2017). En
el presente estudio se determinaron cuatro subpoblaciones esperméticas en semen fresco. La primera
subpoblacién agrupé a los espermatozoides con movimiento moderado pero muy progresivo, la segunda
incluy6 células con movimiento activo, pero no progresivo, la tercera se asocié con células con movimiento
reducido pero progresivoy la cuarta subpoblacién incluyé células con movimiento activo, pero no progresivo.
Estos datos fueron similares a los obtenidos por Abaigar et al. (1999), Cremades et al. (2005), Flores
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et al. (2008, 2009) y Estrada et al. (2017), con semen refrigerado y capacitado, lo que sugiere que, la
presencia de tres a cuatro subpoblaciones segtin los pardmetros cinéticos, es una caracteristica inherente de
los espermatozoides del verraco.

Tan solo una fraccién minima con respecto al total producido de espermatozoides, es necesaria para
fertilizar los ovocitos de una cerda (Holt y van-Look, 2004), y todavia no se conoce del todo este riguroso
proceso selectivo. Sin embargo, aunque la contractilidad uterina desempena un papel importante para el
transporte de espermatozoides dentro de la cerda, no se debe obviar el papel de la motilidad per se del semen
(Langendijk etal.,, 2005; Yeste y Castillo-Marin, 2013). Es reciente el estudio de las subpoblaciones de células
espermaticas dentro de un eyaculado, y no se ha establecido una relacién clara entre subpoblaciones méviles y
el rendimiento reproductivo en semen fresco (Quintero-Moreno et al., 2004), o si los patrones de motilidad
o anomalfas especificas influyen en la fertilidad del verraco (Didion, 2008). Ademds, Braundmeier y Miller
(2001) sugirieron que los espermatozoides que fertilizan los ovocitos 7z vivo pueden ser una subpoblacién
reducida y altamente seleccionada y eficiente, pero no representativa de la media de células analizadas en
el eyaculado con los sistemas CASA. Debe continuarse con el estudio de subpoblaciones y asociarlo con
caracteristicas de fertilidad para entender los procesos de selectividad espermatica.

CONCLUSIONES

El grupo racial influy6 en el volumen de eyaculado y en el nimero total de espermatozoides, lo que repercuti6
en el niumero de dosis seminales producidas. No se identificé una relacién directa y positiva entre la velocidad
y la progresividad y/o linealidad de los diferentes grupos raciales. La motilidad total fue util como primera
aproximacién de la calidad seminal, pero debe acompanarse de otros pardmetros indicadores como la
motilidad progresiva y la velocidad de los espermatozoides clasificados como progresivos, en donde hay claras
diferencias en la composicion racial. Las clasificaciones del movimiento espermatico permiten diferenciar los
grupos raciales en la calidad de un eyaculado y asociarlo con la naturaleza del reproductor y la seleccién de
caracteres reproductivos dentro de la raza. La edad del verraco fue un factor importante en la evaluacién de la
calidad seminal, por lo que, verracos muy jévenes presentaron alta variabilidad en los parametros seminales
con respecto a verracos en edades intermedias y adultos. Las subpoblaciones espermaticas descartan la idea
general del eyaculado como un “todo” y permiten determinar conjuntos celulares afines por patrones de
movimiento y progresividad.
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Extension del Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR), San Carlos, Costa Rica.
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