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Resumen:

Introducción. La movilidad es el indicador de calidad seminal más utilizado, por tanto, es necesario determinar una adecuada
frecuencia de fotogramas (frame rate, FR) para estandarizar los análisis cinéticos con los equipos de análisis computadorizado
de semen (CASA-Mot) y disminuir la variabilidad entre laboratorios, lo que optimizará el número de dosis seminales y su
calidad para la industria porcina basada en inseminación artificial (IA). Objetivo. Determinar la frecuencia óptima de fotogramas
sobre la cinética espermática de verraco mediante un sistema comercial CASA-Mot y analizar la distribución de subpoblaciones
espermáticas con el FR óptimo. Materiales y métodos. Se utilizaron veinte dosis seminales de diez verracos Pietrain (Sus scrofa
domestica). El periodo experimental fue entre febrero y julio del año 2017. Se utilizó el sistema CASA-Mot (ISAS®v1) con
cámaras de recuento ISAS®D4C20 precalentadas a 37 °C. El tiempo de captura fue de dos segundos. Resultados. La frecuencia de
fotogramas afectó los parámetros de cinética espermática, exceptuando la velocidad rectilínea (VSL), debido a que no representó
un comportamiento dependiente del FR. Las demás variables presentaron alteraciones significativas al cambiar su FR, y la velocidad
curvilínea (VCL) y velocidad promedio (VAP) fueron las variables más sensibles al cambio. Se obtuvieron tres componentes
principales (PC) definidos por patrones de movilidad, progresividad y oscilación, en donde el PC1 (velocidad-ondulación) fue
el más influyente, debido a que representó el 51,34 % y 55,08 % de la varianza total explicada para 25 y 200 fps (fotogramas por
segundo), respectivamente. Conclusión. La frecuencia óptima de fotogramas para analizar variables de cinética espermática en
verraco con un sistema CASA-Mot fue de 200 fps. Una tasa de fotogramas inferior provoca errores en la estimación de la trayectoria
de los espermatozoides. La distribución de subpoblaciones espermáticas varía según la tasa de fotogramas utilizada. Es necesario
establecer un protocolo de análisis para homogenizar los resultados.
Palabras clave: espermatozoo, fotogramas por segundo, subpoblaciones espermáticas, cerdo, reproducción porcina.

Abstract:

Introduction. Motility is the most used seminal quality indicator, therefore, it is necessary to determine an adequate frame
rate (FR) to standardize kinetic analysis with computerized semen analysis equipment (CASA-Mot) and reduce variability
between laboratories, which will improve the number of seminal doses and their quality for the swine industry based on artificial
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insemination (AI). Objective. To determine the optimal frame rate frequency on boar sperm kinetics using a commercial CASA-
Mot system and to analyze the distribution of sperm subpopulations with the optimal FR. Materials and methods. Twenty
seminal doses of ten Pietrain boars (Sus scrofa domestica) were used. e experimental period was between February and July
2017. e CASA-Mot system (ISAS®v1) was used with ISAS® D4C20 counting chambers preheated to 37 °C. e video capture
time was two seconds. Results. e frame rate affected the sperm kinetic parameters, except for the rectilinear velocity (VSL),
because it did not represent a FR-dependent behavior. e other variables presented significant alterations when changing their
FR, and curvilinear velocity (VCL) and average path velocity (VAP) were the most sensitive values to the change. ree principal
components (PC) defined by patterns of motility, progressiveness and oscillation were obtained, where the PC1 (velocity-
undulation) was the most influential since it represented 51.34 % and 55.08 % of the total explained variance for 25 and 200 fps
(frames per second), respectively. Conclusion. e optimal frame rate to analyze sperm kinematics variables in boar semen with
a CASA-Mot system was 200 fps. A lower frame rate causes errors in the sperm trajectory estimation. e sperm subpopulation
distribution changes according to the frame rate used. It is necessary to establish an analysis protocol to homogenize the results.
Keywords: spermatozoa, frames per second, sperm subpopulations, pig, swine reproduction.

Introducción

La evaluación de la calidad seminal permite estimar el potencial reproductivo del macho mediante una
muestra del eyaculado (Parrilla et al., 2019). Con el surgimiento de los sistemas computarizados de análisis
seminal (Computer Assisted Semen Analysis, CASA), se ha logrado una mayor estandarización de las
evaluaciones, debido a que los desarrolladores de sistemas CASA han establecido configuraciones específicas
para algunas especies de interés zootécnico (Amann & Waberski, 2014). No obstante, estos deben ser
validados para cada especie.

El análisis de la movilidad espermática se basa en parámetros de cinética (Lu et al., 2014; Valverde &
Madrigal-Valverde, 2018). La funcionalidad básica de esta medición se debe a la captura de fotogramas
sucesivos para la construcción de la trayectoria del espermatozoide (Katz & Dott, 1975; Mortimer, 2000;
Valverde & Madrigal-Valverde, 2018). Los sistemas CASA-Mot han demostrado gran exactitud en la
evaluación de la movilidad y cinética espermática en comparación con los métodos subjetivos de valoración
seminal por técnicos de laboratorio (Amann & Waberski, 2014), sin embargo, proveen gran cantidad de
información (Valverde et al., 2019c) que debe ser analizada por medio de estadística multivariada (Spencer,
2013) para condensar toda la información obtenida y reducir la dimensionalidad de las variables cinéticas.

A pesar de que la evaluación con sistemas CASA es más confiable en comparación con la evaluación
manual, los resultados pueden ser influenciados por diversos factores como la configuración del soware
(Amann & Katz, 2004), número de campos analizados (Valverde & Madrigal-Valverde, 2019), tiempo
transcurrido (Valverde et al., 2019c) y cámara de recuento espermático (Soler et al., 2012; Bompart et al.,
2019; Caldeira et al., 2019). Además, en el mercado se cuenta con variedad de equipos que pueden generar
resultados disímiles al compararse, lo que genera controversias (Bompart et al., 2018; Morris et al., 1996;
Rijsselaere et al., 2004; Valverde et al., 2020).

Como alternativa para reducir la influencia de los factores anteriormente mencionados y las diferencias
entre sistemas CASA-Mot utilizados, se deben investigar las interacciones con los factores para lograr
establecer una configuración de trabajo adecuada para cada especie a analizar. Algunos autores han
identificado la necesidad de definir la altura de cámara de recuento con la cual es recomendable el análisis,
gracias a ello, se ha demostrado que para la especie porcina es más favorable utilizar cámaras de 20 μm de
profundidad, debido a que esta amplitud proporciona el espacio óptimo para promover el movimiento de
los espermatozoides (Castellini et al., 2011; Valverde & Madrigal-Valverde, 2019).

El análisis de semen en granjas que se dedican a la venta de dosis seminales o a la inseminación artificial (IA)
permite optimizar el número de dosis por macho (Valverde & Madrigal-Valverde, 2019) y reducir los costos
de manutención de los animales (Kime et al., 2001; Verstegen et al., 2002; Knox, 2016; Lopez-Rodriguez et
al., 2017; Fair & Romero-Aguirregomezcorta, 2019). Los métodos objetivos de análisis de semen o sistemas
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CASA, en donde el CASA-Mot es el más utilizado, proporcionan información sobre la movilidad de una
muestra y variables de cinética espermática para caracterizar los eyaculados (Amann & Waberski, 2014). No
obstante, los resultados obtenidos de estas evaluaciones se ven influenciados por diversos factores como lo son
la concentración (Saravia et al., 2007), tipo y profundidad de la cámara de recuento espermático (Bompart
et al., 2018; Saravia et al., 2007; Valverde & Madrigal-Valverde, 2019), el campo de observación (Nöthling
& dos Santos, 2012), el tiempo de captura (Valverde et al., 2019c) y la frecuencia de fotogramas (Wilson-
Leedy & Ingermann, 2007; Bompart et al., 2019; Valverde et al., 2019a).

Como medida para contrarrestar la heterogeneidad de los resultados, se debe establecer un protocolo a
seguir con las condiciones de trabajo adecuadas para la especie porcina (Sus scrofa domestica) (Amann &
Waberski, 2014). Algunas condiciones han sido previamente estudiadas y favorecen el establecimiento de
estos protocolos para obtener datos menos disímiles, como es el caso de la altura de la cámara de recuento
espermático que se ha establecido que a 20 µm favorece el movimiento de las células respecto de cámaras
con profundidades menores (Valverde & Madrigal-Valverde, 2019). Otros factores como la frecuencia de
fotogramas se ha estudiado en espermatozoides de verraco y se ha determinado que para analizar la movilidad
de estos, se pueden utilizar utilizar 50 fps, debido a que no representa diferencias significativas con respecto
al incremento de la frecuencia de fotogramas (FR) (Valverde et al., 2019a). No obstante, los parámetros de
cinética requieren cámaras de mayor resolución en donde se pueda utilizar un FR mayor para lograr más
precisión y exactitud en la estimación de las trayectorias reales de la célula, lo que conlleva un alto grado de
confiabilidad (Mortimer & Swan, 1999; Valverde et al., 2019a). Para la predicción de la trayectoria real de
los espermatozoides, se debe realizar la evaluación de la cinética bajo condiciones de trabajo estandarizadas
(Bompart et al., 2018; Gallagher et al., 2019). Por ejemplo, al construir las trayectorias celulares es necesario
partir de un archivo de video en donde se obtengan la movilidad de los espermatozoides.

Hay que definir criterios óptimos en relación con el tiempo de captura de video para estandarizar obtenga
protocolos de análisis. Respecto de la movilidad total de la muestra se puede utilizar un tiempo de captura
de 0,5 s, mientras que si se requieren conocer las variables de cinética es preferible utilizar 2 s de captura
(Valverde et al., 2019c). Si la memoria de cálculo no es un factor limitante, es preferible capturar el mayor
tiempo posible con un elevado número de fotogramas por segundo, y se ha estimado que una captura de video
durante 2 s a 200 fps, según la base de estos resultados, es adecuado o a 225 fps (Valverde et al., 2019a). Para
evaluar comercialmente la movilidad se podrá tomar como referencia el tiempo indicado de 0,5 s de captura
a 50 fps (Valverde et al., 2019c).

En cuanto a la frecuencia de fotogramas (FR), se ha determinado que la mayoría de las variables de cinética
se han visto incrementadas al aumentar los fotogramas por segundo (fps) (Valverde et al., 2019a). Para
obtener resultados más confiables, es necesario que los análisis se realicen en condiciones que generen la
mayor precisión y exactitud, debido a esto es requerida una adecuada elección del número de fotogramas por
segundo para proveer confianza al investigador (Bompart et al., 2018; Valverde et al., 2019a).

Cuando se estudia la distribución de agrupaciones celulares dentro de un eyaculado o subpoblaciones
espermáticas, los factores externos a estos pueden condicionar la cantidad de conjuntos celulares o clusters
que se encuentran en una muestra. Los factores externos deben ser conocidos para determinar con mayor
certeza la distribución real de subpoblaciones celulares dentro del eyaculado (Ibanescu et al., 2020). Desde
hace tiempo se reconoce que el eyaculado no es uniforme (Martínez-Pastor et al., 2011). Existen conjuntos
celulares con diferentes patrones de movimiento y cinemáticos que están interactuando para asegurar el éxito
de la fecundación (Yániz et al., 2017; Peña et al., 2018). El estudio de las subpoblaciones espermáticas ha sido
posible por la gran cantidad de datos que aportan los sistemas CASA al analizar miles de espermatozoides en
un corto periodo. Como resultado del análisis espermático por sistemas CASA, se ha determinado que las
variables cinéticas de los espermatozoides no se distribuyen según una función de distribución normal, sino
que son disímiles y se agrupan en diferentes subpoblaciones definidas por sus características de movilidad y
cinética (Amann & Hammerstedt, 1993; Hirai et al., 2001; Soler et al., 2014; Gallego et al., 2015; Valverde
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et al., 2016; Vásquez et al., 2016; Yániz et al., 2016; Soler et al., 2017; Peña et al., 2018; Valverde et al., 2018;
van der Horst et al., 2018; Yániz et al., 2018; Caldeira et al., 2019; García-Molina et al., 2019).

En diversas especies se ha determinado que existen subpoblaciones espermáticas caracterizadas por sus
variables cinéticas (Amann & Hammerstedt, 1993; Hirai et al., 2001; urston et al., 2001; Flores et al.,
2008; Ramió et al., 2008; Soler et al., 2014; Gallego et al., 2015; Valverde et al., 2016; Vásquez et al., 2016;
Yániz et al., 2016; Soler et al., 2017; Valverde et al., 2018; Yániz et al., 2018; Caldeira et al., 2019; Valverde
et al., 2019b; Víquez et al., 2020). En la especie porcina, trabajos previos han descrito subpoblaciones
espermáticas en función de la frecuencia de fotogramas (Valverde et al., 2019a), sin embargo, es necesario
determinar la consistencia de las agrupaciones celulares en los eyaculados para determinar si existe un patrón
característico en la distribución de las subpoblaciones espermáticas.

El objetivo del presente estudio fue determinar la frecuencia óptima de fotogramas sobre la cinética
espermática de verraco mediante un sistema comercial CASA-Mot y analizar la distribución de
subpoblaciones espermáticas dentro de los eyaculados con la FR óptima.

Materiales y métodos

Descripción y localización del experimento
El estudio se llevó acabo en el Laboratorio de Andrología de Proiser R+D, ubicado en el parque

científico de la Universidad de Valencia, Campus de Burjassot, Valencia, España. Los análisis de cinética
espermática se desarrollaron de febrero a julio del año 2017. Las muestras de semen de verraco se mantuvieron
en condiciones controladas de temperatura y almacenamiento en el laboratorio, con el propósito de no
introducir fuentes de variación en la movilidad seminal.

Animales
Se utilizaron veinte dosis seminales, obtenidas de diez verracos (Sus scrofa domestica) donadores de la raza

Pietrain, cuyas edades variaron entre dos y tres años, lo que permitió categorizarlos como verracos adultos.
Los animales fueron alojados en corrales con condiciones climatizadas en la granja núcleo comercial de Semen
Cardona, S.L. (Cardona, Barcelona, España). Fueron alimentados con una dieta comercial para verracos
reproductores ajustada (2,3 kg d-1) y provistos de agua ad libitum.

Recolección de muestras seminales y procesamiento
Se recolectaron muestras de semen en fresco diluidas 1:1 (vol:vol), en un diluyente comercial (BTS,

Minitüb, Alemania) para preservación de semen porcino durante tres días. El mismo técnico realizaba
las extracciones seminales a los verracos. Antes de cada extracción seminal, los verracos se trasladaron
a un corral de monta donde se procedía a extraer el semen mediante la técnica del doble guante. La
concentración espermática se determinó mediante espectrofotometría. Se realizó el cómputo del número
total de espermatozoides, pre multiplicando la concentración por el volumen del eyaculado. Las muestras de
semen que se utilizaron superaron el umbral mínimo de calidad seminal, es decir, presentaron un mínimo
de 85 % de morfología normal, 85 % de movilidad total y una concentración de espermatozoides superior
a 225x106 espermatozoides ml-1. El transporte de las muestras al laboratorio se realizó en condiciones de
refrigeración (17 ºC), de la misma manera en que se realiza la distribución comercial. Al llegar al laboratorio
las muestras se agitaron y, posteriormente se tomó una alícuota de 1 ml, se colocaron en microtubos para
centrífuga de 1 ml y se mantuvieron a 37 ºC durante 30 min antes de su análisis espermático.

Evaluación del semen con el sistema CASA-Mot
El análisis de la cinética espermática se realizó mediante la utilización de cámaras de recuento desechables

ISAS®D4C20 (Proiser R + D, S.L., Paterna, España), de 20 µm de altura, las cuales se precalentaron a 37 °C.
Después de la homogenización de las muestras, se distribuyó por capilaridad un volumen de semen de 3 μl a lo
largo de la cámara de recuento. Todos los análisis se realizaron con el sistema CASA-Mot ISAS®v1 (Integrated
Semen Analysis System, Proiser R + D, Paterna, España). Se utilizó una cámara de video de alta velocidad
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(500 fps, M03-CM, Proiser R + D) para obtener las imágenes. La frecuencia de fotogramas se definió con
una frecuencia de captura variable de 25, 50, 100, 150, 200 y 250 fotogramas por segundo (frame per second,
fps), el tiempo de captura fue de 2 s; la resolución final de los videos fue de 648 x 488 píxeles x 8 bits, con una
escala de gris de 256. La resolución de las imágenes fue de 0,70 µm por pixel en los ejes horizontal y vertical. La
instalación de detección de colas del sistema se activó para evitar la detección de partículas no espermáticas,
con un área de partículas entre 10 y 80 µm2 y un valor de conectividad de 11 µm. La cámara se conectó a un
microscopio UB203 (UOP / Proiser R + D) con un ocular de 1X, un objetivo de contraste de fase negativo
10X (AN 0,25) y una placa calefactora integrada mantenida a 37,0±0,5 °C. La configuración del equipo
utilizada fue la recomendada por el fabricante según la especie porcina. Para evaluar las muestras se utilizó
una computadora con un procesador Intel® (Intel Corporation, California, Estados Unidos) Core i3 de 3,30
GHz, 4 GB de memoria RAM, disco duro de 452 GB y sistema de 64 bits. Los errores de reconocimiento
de las trayectorias las revisó el mismo técnico y los eliminó cuando fue necesario, para evitar la introducción
de distorsiones en los resultados finales.

Análisis de variables de cinética espermática
De cada muestra analizada se realizaron dos repeticiones y se tomaron siete campos a lo largo de la

cámara de recuento, para alcanzar un mínimo de 600 espermatozoides por muestra. Las variables cinéticas
consideradas en el estudio fueron: la velocidad rectilínea (VSL, μm s-1), correspondiente a la línea recta
desde el principio hasta el final de la trayectoria; la velocidad curvilínea (VCL, μm s-1), medida sobre la
trayectoria real de punto a punto seguida por el espermatozoide; la velocidad de trayectoria promedio (VAP,
μm s-1), calculada como una interpolación entre los puntos correspondientes a la trayectoria de la VCL; la
amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, μm), expresada como la altura máxima (o media) de la
amplitud del movimiento oscilatorio de la trayectoria curvilínea; y la frecuencia de entrecruzamiento (BCF,
Hz), expresada como el número de veces que la trayectoria curvilínea cruza la lineal. La configuración del
soware se ajustó al análisis de espermatozoides de verraco: de 10 a 80 μm2, para el área de la cabeza, y 11 para
conectividad. Además, se estimaron tres relaciones de progresión expresadas como porcentajes, a partir de las
mediciones de velocidad descritas anteriormente: linealidad de la progresión directa (LIN = VSL / VCL *
100), rectitud (STR = VSL / VAP * 100) e índice de oscilación (WOB = VAP / VCL * 100).

Análisis estadístico
Los datos obtenidos del análisis de todas las variables espermáticas se evaluaron primero para determinar

la normalidad y la homocedasticidad mediante las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene. Se utilizó, además,
papel probabilístico normal para evaluar la distribución normal. Se determinó el efecto de la frecuencia de
fotogramas sobre las variables cinéticas a través de un ANOVA de una vía. En los casos pertinentes, se aplicó la
prueba de Bonferroni para el análisis a posteriori de las variaciones entre el número de fotogramas capturados
por segundo.

Para los análisis de regresión, los efectos de la FR se evaluaron con un modelo exponencial, de la forma y =
β * α exp (-β / x), donde y es VCL, x es FR, α es el nivel asintótico, β es la tasa de aumento a la asíntota, y exp
es la base de los logaritmos naturales. La importancia biológica de la ecuación es que los valores asintóticos
para α representan el máximo alcanzable cuando el FR está por encima del valor umbral. El valor umbral se
calculó como la FR necesaria para obtener el 95 % del valor máximo. La tasa de aproximación a la asíntota
representa la dependencia de la curva con la FR; es decir, un valor relativamente mayor de β indica un mayor
aumento de VCL a medida que aumenta la FR y viceversa.

Se realizaron procedimientos multivariados para identificar subpoblaciones de esperma del conjunto de
datos de cinética espermática a 25 y 200 fps, considerado como el óptimo mínimo de la FR. Todos los
valores para las variables cinemáticas se estandarizaron para evitar cualquier efecto de escala. El primer
proceso consistió en realizar un análisis de componentes principales (PCA) de estos datos para obtener un
pequeño número de combinaciones lineales que aún conservaban la mayor cantidad de información posible
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de las variables originales. El número de componentes principales (PC) utilizados en el siguiente proceso
del análisis, se determinó a partir del criterio de Kaiser, es decir, seleccionando solo aquellos con un valor
propio (varianza extraída de cada PC)> 1. Además, se realizaron la prueba de esfericidad de Bartlett y el
KMO (Kaiser-Meyer-Olkin) (Spencer, 2013). Como método de rotación, se utilizó el método varimax
con la normalización de Kaiser (Kaiser, 1958). El segundo proceso se realizó para realizar un análisis no
jerárquico con el modelo de k-means que utiliza distancias euclidianas de las variables cuantitativas después de
la estandarización de estos datos, por lo que los centros de agrupación fueron las medias de las observaciones
asignadas a cada agrupación (Kaufman & Rousseuw, 1991).

El análisis multivariado de grupos de k-means se realizó para clasificar los espermatozoides en un número
reducido de subpoblaciones (SP, grupos), de acuerdo con sus variables cinemáticas estructuradas en vectores
de componentes principales. En el proceso final, para determinar el número óptimo de grupos, los centroides
finales se agruparon jerárquicamente utilizando el método Ward (Murtagh & Legendre, 2014). Por lo
tanto, el procedimiento de agrupamiento permitió la identificación de subpoblaciones espermáticas, porque
cada grupo contribuyó a un grupo final formado por los espermatozoides unidos a los centroides. Los
procedimientos de prueba ANOVA se aplicaron para evaluar las diferencias estadísticas en la distribución
de observaciones (espermatozoides individuales) dentro de las variables cinéticas que definen las diferentes
subpoblaciones de esperma (es decir, los centros de agrupación).

Las diferencias entre medias se analizaron mediante la prueba de Bonferroni. Los resultados se presentaron
como medias ± error estándar de la media (EEM). La significancia estadística se consideró en p≤0,05. Todos
los datos se analizaron con el paquete IBM SPSS, versión 23.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, Il, EE.
UU.).

Resultados

Distribución de la cinética espermática según frecuencia de fotogramas
La velocidad rectilínea (VSL) fue la variable que menos se vio afectada por los incrementos en la frecuencia

de fotogramas, sin embargo, la variación porcentual entre 150 y 200 fps fue de 8,30 %. La velocidad curvilínea
(VCL) se incrementó (p<0,05) al aumentar la FR, pasando de 48,17±0,79 µm s-1 con 25 fps, a 157,42±0,90
µm s-1 con 250 fps, lo que significó un incremento porcentual de 226,80 %. Por su parte, la velocidad
promedio (VAP) también se incrementó (p<0,05) al aumentar la FR, pasando de 40,41±0,47 µm s-1 con
25 fps, a 82,32±0,54 µm s-1 con 250 fps, lo que representó un incremento porcentual de 103,71 %. Los
índices de linealidad (LIN) y rectitud (STR) disminuyeron (p<0,05) conforme se incrementó el número de
fotogramas por segundo, no obstante, el índice de oscilación (WOB) presentó diferencias (p<0,05) cuando
las frecuencias de fotogramas fueron menores hasta 100 fps, y por encima de este nivel los resultados no
mostraron una variación biológica relevante (Figura 1). La amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
(ALH) presentó diferencias (p<0,05) relevantes entre 25 fps (1,52±0,01 µm), 50 fps (1,57±0,01 µm) y 200
fps (1,16±0,01 µm), estas diferencias a valores intermedios no fueron evidentes (100-200 fps). La frecuencia
de entrecruzamiento (BCF) aumentó (p<0,05) conforme se incrementó la frecuencia de fotogramas, hasta
100 fps. Las variaciones encontradas por encima de 100 fps, aunque significativas, no indicaron alguna
tendencia biológica relevante (Cuadro 1).
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FIGURA 1
Efecto de la frecuencia de fotogramas sobre los valores de velocidad curvilínea (VCL,
µm s-1), velocidad rectilínea (VSL, µm s-1), velocidad promedio (VAP, µm s-1), índice

de linealidad (LIN, %), índice de rectitud (STR, %) e índice de oscilación (WOB,
%) del semen de verracos Pietrain (Sus scrofa domestica). Valencia, España. 2017.

Figure 1. Frame rate effect on the values of curvilinear velocity (VCL, µm s-1), rectilinear velocity (VSL,
µm s-1), average path velocity (VAP, µm s-1), linearity index (LIN, %), straightness index (STR, %),
and wobble index (WOB, %) on Pietrain boars (Sus scrofa domestica) sperm. Valencia, Spain. 2017.

CUADRO 1
Efecto de la frecuencia de fotogramas (FR) sobre las mediciones de movilidad y cinética

espermática de verracos raza Pietrain (Sus scrofa domestica), (medias ± EEM, n= 16 562, variación
porcentual con respecto a 25 fotogramas por segundo en paréntesis). Valencia, España. 2017.

Table 1. Effect of frame rate (FR) frequency on Pietrain boar (Sus scrofa domestica) sperm motility and kinematic
measurements (means ± SEM, n= 16 562, percentage variation with respect to 25 fps in brackets). Valencia, Spain. 2017.

Análisis de regresión no lineal
El modelo de regresión no lineal demostró que la variable más sensible a la frecuencia de fotogramas fue

la VCL, esto con un valor alfa de 171,50; seguido de VAP con 72,30. La FR óptima para análisis de cinética
estaría sobre 175 fps, lo que para efectos prácticos de análisis se consideraría utilizar cámaras de 200 fps. Los
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demás parámetros de cinética espermática presentaron menor sensibilidad y ALH fue el valor que menor
sensibilidad presentó ante el aumento de la FR (alfa = 1,36; Cuadro 2).

CUADRO 2
Nivel asintótico (α), tasa de incremento (β), correlación α/β (ρα,β), y estimación (a 50, 100, 200 y 250
de fotogramas por segundo) de parámetros de cinética espermática de verracos raza Pietrain (Sus scrofa
domestica), necesarios para obtener un nivel umbral (95 % de valor máximo), Valencia, España. 2017.

Table 2. Asymptotic level (α), rate of increase (β), correlation α/β (ρα,β), and estimation (at a
frame rate of 50, 100, 200, and 250 fps) on Pietrain boar (Sus scrofa domestica) sperm kinematic

variables needed to obtain the threshold level (95 % of the maximum), Valencia, Spain, 2017.

Distribución de la cinética espermática según componentes principales
El conjunto de datos cinéticos se distribuyó en tres vectores de componentes principales (PC)

denominados: velocidad-ondulación (PC1), progresividad (PC2) y oscilación (PC3), explicando un 89,39
% y 94,69 % de la varianza total para 25 y 200 fps, respectivamente. El vector velocidad-ondulación, para
ambas FR estuvo representado en mayor medida por la VCL. Otras variables que aportaron información a
este componente principal fueron VSL, ALH y VAP. En el caso de 200 fps, la BCF presentó un valor propio
de 0,829, indicando que para esta frecuencia de fotogramas hubo un patrón de ondulación más evidente en
los conjuntos celulares que a 25 fps. El PC2 denominado progresividad se representó por la LIN y STR. A
25 fps, la variable WOB se asoció con este componente principal (0,849). Para el componente principal 3,
llamado vector oscilación, se representó por la BCF (0,862) para 25 fps y por el WOB (0,985) para el caso de
200 fps (Cuadro 3), indicando que a mayor frecuencia de fotogramas, la oscilación de las células se diferenció
en mayor medida que a FR menores.



Vinicio Barquero, et al. Frecuencia de fotogramas óptima para evaluar la cinética espermática de ...

PDF generado a partir de XML-JATS4R por Redalyc
Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto 9

CUADRO 3
Vectores propios de componentes principales (PCs) para parámetros

de cinética espermática en verracos raza Pietrain (Sus scrofa domestica),
a 25 y 200 fotogramas por segundo. Valencia, España. 2017.

Table 3. Eigenvectors of principal components (PCs) for Pietrain boar (Sus scrofa domestica)
sperm kinetic parameters in boars at 25 and 200 frames per second. Valencia, Spain. 2017.

Análisis estructural de subpoblaciones
Los eyaculados de verraco mostraron un patrón de agrupaciones celulares caracterizadas por la velocidad

del movimiento y la progresividad (Figura 2). En el caso de 25 fps, se observó una mayor dispersión de
las células respecto de los componentes principales velocidad y progresividad, en el tanto que a 200 fps
estos componentes principales condensaron mayoritariamente los espermatozoides. Al incrementar la FR, el
aporte de la variabilidad de las variables cinéticas en los componentes principales velocidad y progresividad
fue mayor que a 25 Hz (Figura 2).
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FIGURA 2
Distribución de las subpoblaciones de espermatozoides en verraco raza Pietrain (Sus scrofa domestica),
de acuerdo con los valores de componentes principales a 25 (a) y 200 (b) fps. Valencia, España. 2017.

Figure 2. Distribution of sperm subpopulations in Pietrain boar (Sus scrofa domestica)
according to the values of principal components at 25 (a) and 200 (b) fps. Valencia, Spain. 2017.

Al comparar resultados obtenidos con 25 y 200 fps, el análisis de conglomerados determinó cuatro
diferentes subpoblaciones (SP) espermáticas en ambos casos. Las subpoblaciones descritas a 25 Hz, se
caracterizaron de la siguiente manera: a) rápida-progresiva (SP1) que mostró una alta velocidad curvilínea,
rectilínea y promedio, con índices de linealidad y rectitud altos, sin embargo, el movimiento fue oscilatorio,
debido a su elevado WOB; b) lenta-progresiva (SP2), contenía espermatozoides con velocidad baja tal como
lo indican sus valores de VCL, VSL y VAP, su movimiento fue progresivo y lineal, debido a sus altos valores de
LIN y STR; c) velocidad media no progresiva (SP3), las células presentaron un movimiento medio tal como
lo expresa su VCL, pero con movimiento ondulatorio no progresivo explicado por su VSL, WOB, BCF y los
valores más bajos de LIN y STR; y d) media-progresiva (SP4) se caracterizó por describir espermatozoides
con velocidad media como lo indica su VCL, VSL y VAP, pero de movimiento circular ondulatorio, debido
a sus valores de WOB, BCF y progresividad, por sus altos valores de LIN y STR.

En el caso de las subpoblaciones determinadas con un FR de 200 Hz, la distribución de estas fue diferente
tanto porcentualmente como cinéticamente (p<0,05). La subpoblación 1 se caracterizó por poseer un
movimiento rápido, pero no progresivo. La subpoblación 2 presentó un movimiento rápido, progresivo, pero
con patrones ondulatorios caracterizados por sus valores altos de BCF. Finalmente, las subpoblaciones 3 y 4
se caracterizaron por presentar velocidades intermedias, sin embargo, la SP3 presentó un patrón de linealidad
bajo y movilidad no progresiva, mientras que la SP4 mostró una linealidad alta y el movimiento fue progresivo
(Cuadro 4).
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CUADRO 4
Subpoblaciones celulares de parámetros de cinética espermática (medias ± EEM)
en verracos Pietrain (Sus scrofa domestica), a 25 y 200 fps. Valencia, España. 2017.

Table 4. Pietrain boar (Sus scrofa domestica) cells subpopulations for kinematic
parameters (means ± SEM) at 25 and 200 fps. Valencia, Spain. 2017.

Discusión

En el presente estudio, la VCL y VAP presentaron un incremento significativo de sus resultados al
incrementar la FR de 25 hasta 250 fps. Esto coincide con los resultados de Valverde et al. (2019a) que
presentaron un comportamiento similar (VCL 25 fps = 67,9±22,6 µm s-1; VCL 200 fsp = 187,9±63,0 µm
s-1; VAP 25 fps = 64,1±23,0 µm s-1; VAP 200 fps = 98,9±37,2 µm s-1) al incrementar de 25 a 200 fps. En
cuanto a la VSL, Mortimer et al. (1988) indicaron que no existieron diferencias significativas al evaluar con
FR entre 25 a 60 fps; sin embargo, Valverde et al. (2019a) mencionaron que existió diferencia entre 25 a 50
fps, pero al incrementar hasta 200 fps no se obtuvo diferencia significativa con respecto a 50 fps. Esto podría
explicarse por el valor de la tasa de incremento asintótico o valor β presentado por la velocidad rectilínea
conforme aumentó la frecuencia de fotogramas.



Agronomía Mesoamericana, 2021, vol. 32, núm. 1, Enero-Abril, ISSN: 2215-3608

PDF generado a partir de XML-JATS4R por Redalyc
Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto 12

El incremento en los valores de VSL no fue relevante al incrementar la FR según el modelo exponencial
de regresión no lineal. En este ensayo se obtuvo como resultado que la VSL no presentó ninguna diferencia
significativa al comparar 25 fps con 50, 100, 150, 200 o 250 fps. En otras especies se han encontrado resultados
que demuestran el mismo comportamiento al incrementar el número de fotogramas por segundo, estas
especies son: humano (Morris et al., 1996; Mortimer et al., 1988), perro (Rijsselaere et al., 2004), anguila
(Gallego et al., 2013), carpa (Ravinder et al., 1997), toro (Bompart et al., 2019), conejo (Castellini et al.,
2011) y ovejo (Castellini et al., 2011).

El índice de linealidad y rectitud presentaron una disminución progresiva al incrementar la FR;
no obstante, el WOB presentó el mismo comportamiento hasta 100 fps, por encima de este nivel el
comportamiento se mantuvo sin variación relevante en sus resultados hasta los 200 fps. En los verracos se
ha descrito que los índices LIN y STR disminuyen al incrementar la FR, pero el WOB no se ajusta bien al
modelo y sigue un patrón de crecimiento al incrementar el número de fotogramas por segundo (Valverde
et al., 2019a).

La amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) tendió a disminuir conforme aumentó la
frecuencia de fotogramas, tal y como lo describieron trabajos previos (Zhu et al., 1994; Kraemer et al., 1998).
La frecuencia de entrecruzamiento (BCF) aumentó, debido a que este parámetro es sensible a cambios de
dirección por el entrecruzamiento; no obstante, la diferencia fue mayormente significativa con pequeños
aumentos de la FR, luego su curva de crecimiento disminuyó (Sellés et al., 2003). La frecuencia de fotogramas
es un factor que influye sobre las variables de cinética espermática y debe definirse para estandarizar los análisis
CASA entre laboratorios y evitar introducir fuentes de variación externa a los eyaculados.

En este trabajo se obtuvieron cuatros subpoblaciones espermáticas descritas por medio de tres
componentes principales, tal como diversos autores lo han definido con similares frecuencias de fotogramas
(Flores et al., 2008; Ramió et al., 2008; Valverde et al., 2019a). Sin embargo, la distribución de las
subpoblaciones identificadas no fue la misma a 25 que a 200 fps, lo cual puede estar relacionado con la
variación externa que aportaron factores como la frecuencia de fotogramas en la determinación de las
subpoblaciones. A la luz de estos resultados y considerando que para el estudio de la movilidad avanzada de
los espermatozoides a mayor FR se puede estimar con mayor precisión la trayectoria real de las células, las
subpoblaciones descritas a 200 fps, podrían estar más acordes con las subpoblaciones naturales descritas en
el eyaculado.

La idea general de las subpoblaciones de espermatozoides en el eyaculado, radica en el hecho de que hay un
grupo de células con patrones de movilidad y cinética que podrían tener mayor probabilidad de llegar al sitio
de la fecundación, sin embargo, aún se desconoce el papel real de las demás agrupaciones celulares y su rol
en el éxito de aquellas células con mayor probabilidad de fecundar. Algunos trabajos han hecho aportes en
relación con las subpoblaciones y la capacidad fecundante de los eyaculados (Holt et al., 1996; Abaigar et al.,
1999; Vyt et al., 2008). En cuanto a la fertilidad, diversos autores han demostrado que existe alguna relación
entre los parámetros de cinética espermática y la fertilidad (Holt et al., 1997; Broekhuijse et al., 2012; Schulze
et al., 2013; Yániz et al., 2017; Tremoen et al., 2018; Winters et al., 2018).

Es necesario continuar con los trabajos de subpoblaciones espermáticas, minimizando el efecto aquellas
fuentes de variación externa que podrían condicionar los resultados de agrupación celular, caracterización de
las subpoblaciones celulares naturales y relacionar aquellas subpoblaciones con características de movilidad
que puedan tener mayor probabilidad de fecundar el ovocito con los resultados reales de fertilidad en granja.

Conclusiones

La velocidad del movimiento espermático se vio afectada por la frecuencia de fotogramas. La frecuencia
óptima de fotogramas para analizar variables de cinética espermática en verraco con un sistema CASA-Mot
fue 200 fps. Una tasa de fotogramas inferior puede provocar una pérdida de la precisión, debido a que se
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aumenta el intervalo entre imágenes por unidad de tiempo y esto tiende a describir la trayectoria con menor
precisión del espermatozoide simulando la trayectoria real.

Los índices de movilidad espermática se vieron reducidos al incrementar el número de fotogramas por
segundo. La ALH no sufrió alteraciones relevantes conforme el incremento de la FR, pero la BCF se
incrementó sensiblemente con la FR. Si se consideran VCL y VAP como parámetros más sensibles, es
recomendable utilizar cámaras de 200 fps para evaluar la cinética espermática de los verracos.

La distribución de subpoblaciones espermáticas varió según la tasa de fotogramas utilizada, por lo que se
deben uniformizar criterios de evaluación entre laboratorios respecto de las fuentes de variación externa que
podrían condicionar los análisis y resultados posteriores.

Este trabajo puede servir de base para establecer futuras investigaciones con el propósito de estandarizar
las evaluaciones y homogenizar los resultados de evaluaciones seminales en verracos entre laboratorios; por
ello, futuros ensayos deben basarse en estos resultados.
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