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Resumen

La incorporacion de sistemas computarizados para la evaluacién de la calidad seminal (CASA) ha hecho
posible el establecimiento de métodos de evaluacién de la motilidad espermatica en forma objetiva,
sin la necesidad del juicio discrecional del operador. Con la finalidad de evaluar la motilidad esperma-
tica mediante el CASA, agruparla en subpoblaciones espermaticas (Sp) y observar su variacion por efecto
del individuo y la refrigeracién para optimizar y mejorar el CASA como herramienta diagnostica, se llevd
a cabo un estudio en una granja porcina en Venezuela. A partir de muestras diluidas se realizé el ana-
lisis, valorando los descriptores de motilidad en 30 eyaculados 6ptimos provenientes de 6 verracos. Los
datos obtenidos fueron analizados mediante el procedimiento FASTCLUS, ajustado con GLM del SAS®
para establecer las Sp. Se determiné la presencia de tres Sp (Sp1, Sp2, Sp3), siendo la Sp3 (36,44 %) la
de mayor velocidad y movimiento progresivo; la Sp2 (24,17 %) con menor velocidad y movimientos os-
cilatorios; y la Sp1 (39,39 %) con el movimiento mas lento, pero mas progresivo que la Sp2. Para anali-
zar la distribucion de las Sp en funcion del verraco y del tiempo de refrigeracion, se realizé un analisis
de Chi-cuadrado (x?). Se encontraron diferencias porcentuales significativas entre las Sp segun el verraco
(x2 £0,0001), no obstante, todos tenian excelente motilidad. El proceso de refrigeracién durante 72 h
afectd la Sp con mayor velocidad y progresividad (x2 < 0,0001). Se concluye que el estudio de las Sp me-
diante el CASA es un método altamente sensible, capaz de detectar diferencias en la motilidad que no
son perceptibles para un operador calificado.
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Segregation of sperm motility into subpopulations as a tool to improve the diagnosis of semen quality
in boars

Abstract

The incorporation of computer-assisted semen analysis (CASA) systems has enabled the development of
objective methods for assessing sperm motility, eliminating the need for subjective operator judgment.
To evaluate sperm motility using CASA, classify it into sperm subpopulations (Sp), and assess variation due
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to individual differences and refrigeration, a study was conducted on a pig farm in Venezuela. Diluted
samples from 30 optimal ejaculates collected from six boars were analyzed for motility descriptors. The
data were processed using the FASTCLUS procedure, adjusted with the GLM procedure in SAS® to iden-
tify the Sp. Three distinct Sp were identified: Sp3 (36.44 %) exhibited the highest velocity and progres-
sive movement; Sp2 (24.17 %) showed the lowest velocity and oscillatory movement; and Sp1 (39.39 %)
had the slowest movement but was more progressive than Sp2. To evaluate the distribution of Sp across
individuals and storage times, a Chi-square (x?) analysis was performed. Significant differences in sub-
population percentages were found among boars (x2 < 0.0001), although all showed excellent motility.
The 72-hour refrigeration process significantly affected the Sp with the highest velocity and progressi-
veness (x2< 0.0001). These results suggest that CASA-based analysis of Sp is a highly sensitive method ca-

pable of detecting differences that are not apparent to even experienced operators.
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Introduccion

El espermatozoide es una célula altamente
especializada y compleja, dotada de mouvili-
dad como resultado de un sofisticado proceso
evolutivo. Sus caracteristicas principales han
demostrado ser tan eficaces que se conservan
de manera uniforme en numerosos organis-
mos, tanto vertebrados como invertebrados
(Fawcett, 1970; Phillips, 1970). La estructura
encargada de generar el movimiento es el fla-
gelo, en cuyo interior se integran mecanismos
moleculares capaces de producir la energia
necesaria para sostener la motilidad esper-
matica, logrando un equilibrio preciso entre
la contraccion activa y la fuerza generada por
la flexion elastica (Lindemann et al., 1992). La
capacidad de movimiento del espermato-
zoide se considera esencial para el proceso de
fecundacién in vivo. Por ello, desde hace
tiempo se ha asumido que la evaluacion de la
motilidad en una muestra de semen esta re-
lacionada con la fertilidad y prolificidad po-
tencial de un eyaculado o de un semental en
un momento determinado (Dott y Foster,
1979). Sin embargo, numerosos estudios que
han intentado establecer esta relacién han
fracasado en demostrar una asociacion sélida
entre motilidad y fertilidad, probablemente
debido a la baja precisiéon y elevada variabi-
lidad de las observaciones, consecuencia de

la subjetividad inherente a los métodos tra-
dicionales de evaluaciéon de la motilidad
(Amann, 1989; Gadea et al., 2004; Foxcroft et
al., 2008; Jung et al., 2015).

Desde el punto de vista conceptual, la ciné-
tica se refiere al estudio de la velocidad en
que ocurren los procesos prescindiendo de
las fuerzas que lo originan (RAE, 2001). Sien-
do el movimiento espermdatico un evento
susceptible de realizar mediciones objetivas
de velocidad, el método clasico, basado en
asignar por observacion directa un valor sub-
jetivo dentro de una escala establecida por
rasgos cualitativos del movimiento de la po-
blacion espermatica, obviamente imposibilita
determinar las variables cinéticas del movi-
miento espermatico, y por tanto hallar dife-
rencias objetivas que pudieran finalmente
establecer conexiones significativas entre la
motilidad y el potencial fecundante de los es-
permatozoides. El desarrollo y la aplicacion
de técnicas de digitalizacion e interpreta-
cion de imagenes por computador en el
campo de la biologia, ha hecho posible el es-
tablecimiento de métodos de evaluacion de
la motilidad espermatica que proveen infor-
macion de células individuales sin la necesitad
del juicio discrecional del operador (Gravance
y Davis, 1995). El fundamento comun de es-
tos métodos, denominados convencional-
mente Computer-Assisted Sperm Analysis
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(CASA), es el de ingresar en un computador
las imagenes en secuencia de cada célula en
movimiento captadas mediante una camara
acoplada a un microscopio de contraste de fa-
ses, determinando mediante un software la
velocidad de cada espermatozoide, el por-
centaje de espermatozoides moéviles en una
muestra y la asignaciéon en grupos segun el
tipo de movimiento. Estos métodos mas ra-
pidos, precisos, menos susceptibles de error
han abierto el campo de estudio de la cinética
espermatica cuyo potencial se esta consoli-
dando desde hace tiempo (Amann y Wa-
berski, 2014).

Una de las principales ventajas del sistema
CASA es su capacidad para generar datos ci-
néticos a partir de cientos o incluso miles de
espermatozoides individuales por cada mues-
tra analizada. Esta propiedad ha potenciado
aun mas su valor como herramienta analitica,
al permitir la integracion de dichos datos
con procedimientos estadisticos multivaria-
dos de agrupamiento o analisis de clusteres,
lo cual ha contribuido significativamente a
una caracterizacion mas precisa de la hetero-
geneidad espermética (Abaigar et al., 1999;
Quintero-Moreno et al., 2004; Ramio et al.,
2008; Flores et al., 2009; Martinez-Pastor et
al., 2011; Ibanescu et al., 2018; Henning et al.,
2022). El andlisis de clusteres es un procedi-
miento que ordena la data en grupos, de ma-
nera que todas las observaciones dentro de
cada grupo son similares segun los criterios
sugeridos por el programa estadistico de
eleccién. Este andlisis ha permitido determi-
nar que la poblacién de espermatozoides en
un eyaculado no es homogénea, sino que
esta compuesta por distintas subpoblaciones
espermaticas (Sp), cada una con caracteristi-
cas especificas (Quintero-Moreno et al.,
2004). Esta informacion resalta la motilidad
como un marcador objetivo de la calidad se-
minal, ya sea para detectar diferencias entre
verracos, predecir su resistencia al procesa-
miento y almacenamiento en frio, o estimar

su potencial fecundante, dado que el eyacu-
lado no se considera una poblacion homo-
génea en términos de motilidad (Quintero-
Moreno et al., 2004; Sancho y Vilagran, 2013;
Amann y Waberski, 2014). En cerdos, al igual
que en otros mamiferos, se ha reportado la
existencia de subpoblaciones espermaticas
(Sp) diferenciadas con base en su perfil de
motilidad. Sin embargo, la comunidad cien-
tifica que trabaja con sistemas CASA aun no
ha alcanzado un consenso respecto al mé-
todo estadistico mas adecuado para su iden-
tificacién, por lo que resulta necesario esta-
blecer criterios comunes para este proposito
(Fernandez-Lopez et al., 2022).

El presente estudio tiene la finalidad de va-
lorar la cinética espermatica mediante el sis-
tema computarizado CASA como método
para mejorar la precisiéon de la evaluacién se-
minal en verracos en ambiente tropical, para
lo cual se establecieron Sp en funcion de los
descriptores de motilidad, discriminados por
verraco y por el tiempo de almacenamiento
bajo refrigeracion a 16 °C desde las 24 h has-
talas 72 h.

Material y métodos

Ubicacion y manejo de los animales

El estudio se realizé en la granja comercial
PROPORCA, ubicada en el municipio San
Francisco, estado Zulia, Venezuela (coorde-
nadas 10° 30" 45" N, 71° 45’ 42" O), dentro de
una zona agroecoldgica clasificada como
bosque seco tropical. Se utilizaron 30 eyacu-
lados provenientes de seis verracos de la raza
Pietrain, con edades entre 16 y 20 meses,
destinados a la produccién de semen para in-
seminacion artificial (I1A) con semen refrige-
rado. La recoleccion se llevé a cabo siguiendo
una rutina establecida, con extracciones cada
5 a 7 dias, hasta completar cinco evaluaciones
por cada verraco. La obtencion y el procesa-
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miento de las muestras seminales se realiza-
ron conforme al protocolo de extraccion y
preparacion de dosis para IA implementado
en la granja (Morales et al., 2012). Para la ex-
traccién del semen, se induce al verraco a
montar un maniqui y se recolecta el eyacu-
lado mediante manipulacién manual, técnica
conocida como “mano enguantada” (Kingy
Macpherson, 1973). Durante el proceso, se
descarta la primera fraccion del eyaculado y
se filtra la fraccion gelatinosa.

Los verracos se mantienen en un ambiente con-
trolado que garantiza condiciones 6ptimas
de temperatura y humedad relativa (Calata-
yud-Marquez y Quintero-Moreno, 2021), y re-
ciben una dieta basada en alimento concen-
trado comercial formulado especificamente
para su categoria (Morales et al., 2012).

Procesamiento del semen

La obtencién y el procesamiento del semen
fueron realizados por un operador con ex-
periencia comprobada. Una vez extraido el
eyaculado, se evaluaron los parametros mi-
nimos requeridos para su uso en insemina-
cion artificial (1A). Se observaron el color, el
olor y el aspecto general de la muestra. Pos-
teriormente, se midié el volumen y se evalué
la motilidad mediante la observacién directa
de una gota de semen fresco colocada sobre
un portaobjetos previamente calentado a
37 °C, utilizando un microscopio 6éptico con
aumento de 400x. La motilidad se califico se-
gun la calidad del movimiento espermatico
descrita por Martin-Rillo et al. (1996), me-
diante una escala de 0 a 5, donde 0 indica au-
sencia total de movimiento y 5 representa un
movimiento 6ptimo, equivalente al 100 % de
motilidad. La concentracion espermatica se
determiné utilizando una cdmara de Neu-
bauer®, y el nimero total de espermatozoi-
des por eyaculado se calculé multiplicando la
concentracion por el volumen del eyaculado.

En esta granja, los requisitos minimos esta-
blecidos para la utilizacion de los eyaculados
en la elaboracién de dosis para inseminacion
artificial son: una motilidad igual o superior
a 3,5 (equivalente al 70 %), ausencia de aglu-
tinacion o niveles <10 %, y un nimero total
de espermatozoides por eyaculado igual o
superior a 32 x 10°. Los eyaculados que cum-
plen con estos criterios son diluidos utilizan-
do el diluyente comercial MR-A® (Kubus,
Majadahonda, Espafia). Posteriormente, tras
un periodo de estabilizacion de 2 h en oscu-
ridad, las dosis de inseminacién se envasan en
frascos plasticos desechables de 100 mL, con
una concentraciéon de 4 x 10° espermatozoi-
des por botella, y se almacenan a 16 °C por
un periodo maximo de cinco dias.

Preparacion de la muestra para analisis
de la viabilidad espermatica

Se pipetearon 20 pL de semen puro recién re-
colectado y 100 pL de diluyente en un tubo Ep-
pendorf, mezclandose suavemente. A conti-
nuacion, se colocd una gota de la mezcla en un
portaobjetos para su evaluacion microscopica.
A un aumento de 100X, se valoré la motilidad
individual, y con base en estos resultados se de-
terminé si el eyaculado seria procesado.

El experimento se inici6 utilizando semen
previamente procesado y refrigerado a 16 °C,
realizdndose evaluaciones a las 24y 72 h pos-
teriores al procesamiento para determinar la
motilidad, vitalidad y presencia de anormali-
dades espermaticas. Para la preparacion de
los extendidos, se utilizaron portaobjetos pre-
calentados a 37 °C mediante una platina tér-
mica. Se mezclaron 10 pL de semen diluido
con 10 pL de la tincién eosina-nigrosina, ho-
mogenizando la muestra cuidadosamente an-
tes de realizar el extendido. Posteriormente,
la preparacion se dejé secar al ambiente y fue
almacenada para su observacién bajo un mi-
croscopio 6ptico con un aumento de 400x.
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Determinacion de vitalidad, anormalidades
morfoldgicas y alteracion del acrosoma

Una vez realizada la dilucion del semen, se
procedié a determinar la vitalidad esperma-
tica y las anormalidades morfolégicas (AM).
Para ello, se analizaron al menos 200 esper-
matozoides por muestra, registrando el por-
centaje de células vivas (no tefiidas) y muer-
tas (tefiidas). Las AM se clasificaron como
normales o anormales, incluyendo defectos
en la cabeza (nUmero, tamafo y forma), en
la pieza intermedia (posicién y apariencia) y
en el flagelo (nimero, forma y tamafo), asi
como la presencia de gotas citoplasmaticas
proximales y distales. Adicionalmente, se eva-
lué el porcentaje de espermatozoides con al-
teraciones acrosémicas mediante observaciéon
a un aumento de 1000x (Bamba, 1988). Todas
las muestras analizadas presentaron resulta-
dos 6ptimos en cuanto a vitalidad, morfolo-
gia y normalidad acrosémica, cumpliendo
con los estandares establecidos para la espe-
cie porcina (Rozeboom, 2003). Esta evalua-
cion confirmoé que las dosis seleccionadas
para el analisis de los descriptores de motili-
dad eran 6ptimas.

Determinacion de la motilidad
mediante CASA

Después del procesamiento y envasado, se
tomaron dos dosis seminales por cada ve-
rraco, las cuales fueron transportadas bajo
refrigeracién a 18 °C hasta el Laboratorio de
Andrologia de la Facultad de Ciencias Veteri-
narias de la Universidad del Zulia, donde se al-
macenaron a una temperatura constante de
16 °C. A las 24 h posteriores al envasado, se
inicio el analisis de las variables cinéticas me-
diante el sistema CASA. Cabe destacar que
cada dosis seminal fue preparada para con-
tener 2 x 10° espermatozoides. Sin embargo,
se trasladé adicionalmente una botella con di-
luyente para realizar ajustes en caso de que la
concentracion observada al microscopio ex-
cediera los 100 x 10° espermatozoides/mL.

El estudio se estructuré en dos momentos. El
primer andlisis se realiz6 a las 24 h de alma-
cenamiento a 16 °C. El segundo se llevé a
cabo alas 72 h, con el objetivo de evaluar el
efecto de la refrigeracion prolongada, man-
teniendo las muestras durante todo ese pe-
riodo a la misma temperatura de 16 °C.

En ambos momentos de evaluacion, se tomé
una botella de cada eyaculado, la cual fue
homogeneizada y posteriormente calentada
en bafo de maria a 37 °C durante 5 min. A
continuacion, se pipetearon 5 pL de semen,
que fueron depositados en cdmaras Leja® de
20 pm de profundidad y capacidad para 3 pL
(Nieuw Vennep, Holanda), para su observa-
cion y captura digital mediante un microsco-
pio triocular (Olympus BX41TF, Tokio, Japon),
equipado con objetivo de 10x, contraste de
fases negativo y platina calefactada.

El sistema de captura de imagenes consistid
en una camara de video (Basler® A312f, Ah-
rensburg, Alemania) conectada a un compu-
tador con un digitalizador de imagenes de vi-
deo PIP-1024 B (Matrox Electronic System
Ltd.®, Québec, Canada). El software utiliza-
do para el analisis fue el Sperm-Class Analy-
zer, SCA® v.3.4 (2008, Microptic, Barcelona,
Espafia). Este sistema CASA analiza 25 ima-
genes por campo visual, tomadas y digitali-
zadas en un intervalo total de 0,64 s, con
una frecuencia de captura de 40 ms/imagen.
A partir de esta secuencia, el software rastrea
la trayectoria de cada espermatozoide pre-
sente en el campo (incluidos los inmoviles) y
calcula objetivamente los parametros cinéti-
cos individuales: velocidad curvilinea (VCL,
pm/s), velocidad rectilinea (VSL, pm/s), veloci-
dad promedio (VAP, um/s), indice de lineali-
dad (LIN, %), indice de rectitud (STR, %), in-
dice de oscilacién (WOB, %) y desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH, um).

Para cada muestra evaluada se analizaron,
como minimo, cinco campos visuales, regis-
trando al menos 1.000 espermatozoides con
sus respectivas trayectorias de movimiento.
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La base de datos generada por el sistema
CASA fue exportada a una hoja de calculo de
Excel®, conteniendo los descriptores indivi-
duales de motilidad espermatica. A partir de
estos datos, se excluyeron los espermatozoi-
des que presentaban una VCL > 400 pm/s, asi
como aquellos con una VAP < 10 pm/s. Este
ultimo grupo fue clasificado Sp de esperma-
tozoides inmoviles. Posteriormente, se rea-
lizd un ajuste porcentual de esta Sp con res-
pecto al total de espermatozoides moviles,
sobre los cuales se efectud la posterior clasi-
ficacion en Sp.

Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron analizados
utilizando el software Statistical Analysis
System® v8.2 para MS Windows® (SAS,
2004). Para identificar la presencia de Sp en
el eyaculado, los descriptores de motilidad se
sometieron a un analisis multivariado de
agrupamiento no jerarquico (FASTCLUS). Pos-
teriormente, se verificaron y ajustaron los
resultados aplicando el Modelo Lineal Ge-
neral del Andlisis de la Varianza (GLM) y se
cuantificaron mediante el procedimiento
LSMEANS.

Este procedimiento FASTCLUS ofrece una im-
plementacién eficiente del algoritmo k-me-
ans, disefiado para manejar grandes conjuntos
de datos de variables cuantitativas, agrupando
las observaciones de manera efectiva. Al apli-
carse a poblaciones espermaticas, proporciona
varias ventajas, ya que combina un método
eficaz para identificar clUsteres iniciales con un
algoritmo iterativo estandar que minimiza la
suma de distancias al cuadrado respecto a las
medias de los clUsteres. Esto permite una asig-
nacion rapida y eficiente de las observaciones
a los clusteres mas cercanos, lo que resulta par-
ticularmente util cuando se trabaja con gran-
des volumenes de datos, como en los estudios
de poblaciones espermaticas analizadas me-
diante el sistema CASA (Quintero-Moreno et

al., 2004). Tras dividir los datos en varios gru-
pos, se determiné que el niumero 6ptimo de
Sp correspondia a tres. Para validar esta agru-
pacion, se aplicé el coeficiente de determina-
cién (R?) a distintos numeros de clusteres,
dado que un valor mas alto de R? indica una
mejor separacioén entre grupos. Sin embargo,
cuando la adiciéon de mas clusteres deja de me-
jorar significativamente el R? (incremento
<5 %), se considera que se ha alcanzado un
numero 6ptimo de grupos.

Ademas, al graficar la varianza explicada en
funcion de k, se identificé el punto en el que
la mejora de R? comienza a estabilizarse, for-
mando un “codo” en la grafica. Este punto su-
giere el numero ideal de Sp. Adicionalmente,
se empled el coeficiente de silueta como me-
dida complementaria para evaluar la calidad
del agrupamiento obtenido con el algoritmo
de clasificacion (Saputra et al., 2020).

Para determinar la distribucién porcentual de
las Sp entre verracos (1-6) y entre los tiempos
de valoracién (24 h vs. 72 h) se utilizo la prue-
ba de Chi-cuadrado (y?).

Resultados y discusion

Convencionalmente, se ha asumido que, aun-
que una baja concentraciéon espermatica o un
alto nimero de anomalias pueden correla-
cionarse con infertilidad, la alteracion en la
motilidad espermatica tiene un impacto aun
mayor cuando esta presente (Turner, 2003).
En este contexto, el sistema CASA permite un
analisis altamente sofisticado de las caracte-
risticas cinéticas de los espermatozoides. Este
sistema ha evidenciado que la capacidad de
movimiento dentro de un eyaculado es no-
tablemente heterogénea, debido a factores
como la espermatogénesis, las condiciones de
ensamblaje, el grado de maduracion y el
tiempo de transito en el epididimo (Harrison,
1996; Quintero-Moreno et al., 2004).
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Este enfoque multivariado ha sido aplicado
con éxito en la especie porcina (Abaigar et
al., 1999; Quintero-Moreno et al., 2004; Ri-
vera et al., 2005; Ramio et al., 2008; Flores et
al., 2009; Ibanescu et al., 2018; Henning et al.,
2022). En estos estudios, el numero de clus-
teres se establece a prioriy el investigador se-
lecciona la cantidad de Sp que mejor expli-
que el comportamiento de los datos. En el
presente experimento, la clasificacion oscilo
entre dos y cinco Sp, optandose por tres con
base en el analisis del coeficiente de deter-
minacion (R?), el coeficiente de silueta y el
método del codo (Saputra et al., 2020), los
cuales confirmaron esta eleccion.

Generalmente, la clasificacion de los esper-
matozoides se fundamenta en parametros
como VSL, VAP, y su grado de progresividad,
evaluado mediante LIN y WOB (Davis et al.,
1995; Martinez-Pastor et al., 2011). Sin em-
bargo, el agrupamiento de los descriptores
de motilidad sigue siendo un tema debatido
y en evolucion (Ibanescu et al., 2018). En par-
ticular, se ha cuestionado el uso del método
K-means (Martinez-Pastor, 2022). Aun asi, di-
versos estudios recientes realizados por ex-
pertos en analisis estadistico y segmentacion
han respaldado su validez (Saputra et al., 2020;
Rodriguez-Monteagudo et al., 2024).

Desde hace tiempo, se ha criticado la inter-
pretacion de la motilidad como un valor uni-
tario derivado del promedio poblacional
(Quintero-Moreno et al., 2004; |banescu et
al., 2018). Esto ha motivado el desarrollo de
andlisis mas detallados a partir de los datos
generados por CASA, permitiendo la clasifi-
cacion en Sp. No obstante, la estandarizacién
de estos criterios sigue siendo un reto, de-
bido a la diversidad de sistemas CASA, ca-
maras, voliumenes analizados, tasas de cap-
tura y numero de fotogramas por segundo
(fps), asi como a la cantidad de descriptores
de motilidad evaluados simultdaneamente
(Martinez-Pastor, 2022).

Respecto a los fps, estudios en cerdos (Val-
verde et al., 2018; Barquero et al., 2021; Hac-
kerova et al., 2025) y otras especies (Castellini
etal., 2011; Bompart et al., 2019) han demos-
trado que una mayor tasa de captura mejora
la precision en la medicion de trayectorias es-
permaticas. En este experimento, el sistema
CASA oper6 a 25 fps. Aunque esta tasa es re-
lativamente baja, no comprometioé los resul-
tados, ya que, segun Castellini et al. (2011), la
motilidad general no se ve significativamente
afectada por esta variable. Sin embargo, se ha
reportado que la fps 6ptima para estudios en
verracos oscila entre 200y 225 (Valverde et al.,
2018), especialmente para estimar con mayor
exactitud variables como VCL y BCF, mientras
que el pardmetro VSL no se afecta y los des-
criptores VAP, LIN, STR y WOB corresponden a
parametros que derivan de la relacion VCL/VSL,
por lo cual su variacion va a depender de la va-
riacion de la VCL.

La seleccion de tres Sp fue ademas respal-
dada por trabajos previos como el de Quin-
tero et al. (2004), que mostraron que la Sp
mas veloz no necesariamente es la mas fe-
cundante. En cambio, resaltaron la importan-
cia de la Sp dominante con mayor progresi-
vidad y velocidad promedio (89,4 %), asi
como una Sp minoritaria (1,4 %) posiblemen-
te hiperactivada. Por su parte, Abaigar et al.
(1999), utilizando una metodologia estadis-
tica distinta, también identificaron tres Sp:
una rapida y progresiva (73,38 %), otra muy
lenta (7,23 %) y una tercera con movimientos
oscilatorios de baja progresividad (19,39 %).
Hirai et al. (2001) encontraron una asociacion
entre mayor linealidad y fertilidad, aunque la
prolificidad se relacioné con el porcentaje
total de células moéviles.

En estudios de semen refrigerado y/o crio-
preservado (Rivera et al., 2005; Ramio et al.,
2008; Flores et al., 2009), se identificaron
cuatro Sp usando metodologias similares.
Ibanescu et al. (2018) también identificaron
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cuatro patrones de movimiento: rapidos y li-
neales, rapidos y no lineales, lentos y lineales,
y lentos y no lineales, patrones que se han
mantenido consistentes a pesar de las dife-
rencias metodoldgicas.

Es importante destacar que en este estudio la
clasificacion se aplico exclusivamente a esper-
matozoides moéviles con VAP > 10 pm/s. Por lo
tanto, existe una cuarta Sp correspondiente a
células inmoviles que fue referenciada pero no
incluida en los andlisis estadisticos.

La variabilidad en los parametros cinéticos,
segun el origen de la muestra, puede influir
en la estructura del nimero de Sp, ya sea por
especie, tipo de muestra (fresca, refrigerada
o congelada), edad, entre otros factores. Se
presume que la fertilidad de un eyaculado
esta influenciada por la abundancia de la Sp
con mejores caracteristicas fisiologicas. Por el
contrario, un aumento en la proporcién de
Sp con indicadores de dafio celular compro-
meteria el potencial reproductivo del se-
mental (Amann y Waberski, 2014).

Para complementar el andlisis, se evalué la
distribucion porcentual de las Sp por animal
(tabla 2). Tres verracos mostraron una clara
predominancia de la Sp3, correspondiente a
la subpoblacién con mayor velocidad pro-
gresiva. Asimismo, la motilidad total obser-
vada visualmente (4-4,5 %) fue 6ptima (>3,5;
70 %) y similar entre individuos. Sin embar-
go, el analisis estadistico revel6 diferencias
porcentuales en las Sp entre eyaculados con
apariencia de calidad semejante, lo que su-
braya la sensibilidad del sistema CASA frente
a la observacién subjetiva del operador.

El desafio actual radica en traducir estas di-
ferencias en indices o marcadores predictivos
del potencial reproductivo. En este sentido,
Ferraz (2013) reporté que una mayor pro-
porcion de espermatozoides con alta veloci-

dad y progresividad se correlaciona con ma-
yor éxito en pruebas de fecundacion in vitro,
posicionando el estudio de las Sp como he-
rramienta clave en la seleccion de sementa-
les de alto valor genético.

Es probable que los cambios en las proporcio-
nes de Sp dentro de un eyaculado estén in-
fluenciados por su procesamiento o almacena-
miento (Quintero-Moreno et al., 2004). En la
tabla 3 se muestra el efecto del almacena-
miento a 16 °C durante 72 h. Se observé una re-
duccién porcentual y significativa de la Sp3 en
un 13,74 %, mientras que la Sp2 'y Sp1 aumen-
taron en 7,68 % y 3,06 %, respectivamente.

Dado que la Sp3 corresponde a la subpobla-
cion de movimiento mas rapido y progresivo,
es razonable suponer que la refrigeracion
afect6 negativamente la calidad cinética del
eyaculado. Ademas, la respuesta del semen
refrigerado puede variar segun la estacion
del afo y el clima (Ibanescu et al., 2018; Ca-
latayud-Marquez y Quintero-Moreno, 2021).
Con base en estos hallazgos, se concluye que
el almacenamiento durante 72 h afecta de
manera significativa a la Sp con mayor pro-
gresividad. Esta alteracion pudo ser cuantifi-
cada objetivamente gracias a la combinacion
del sistema CASA y el analisis multivariado de
clUsteres.

Finalmente, el analisis de Sp basado en datos
obtenidos por CASA representa una renova-
cion en la evaluacién de la motilidad esper-
matica. A diferencia de la evaluacién subje-
tiva, esta metodologia permite detectar
variaciones con significancia estadistica y re-
lacionarlas con la calidad del semen, su capa-
cidad de conservacién y su potencial fecun-
dante. Aunque aun no se dispone de un indice
practico que vincule directamente estos para-
metros con la fertilidad, este estudio aporta un
nuevo avance hacia ese objetivo.
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Tabla 3. Distribucion porcentual de las subpoblaciones espermaticas en funcién del
tiempo de refrigeracién (24 hy 72 h) a 16 °C.
Table 3. Percentage distribution of sperm subpopulations as a function of cooling

time (24 h and 72 h) at 16 °C.

Tiempo de refrigeracion

Subpoblaciones espermaticas Diferencia
24 h 72 h

Sp1 39,52 % 42,58 % +3,06

Sp2 20,53 % 28,21 % +7,68

Sp3 42,95 % 29,21 % -13,74

Sp = subpoblaciones espermaticas. Prueba de Chi? < 0,0001 (Sp ,_, ; x Tiempo de re-

frigeracién, 24 hy 72 h).

Conclusiones

El presente estudio permitio validar la exis-
tencia de tres subpoblaciones espermaticas
en semen de verraco refrigerado a 16 °C du-
rante 72 h, mediante el analisis de variables
cinéticas obtenidas con el sistema CASA. Se
evidencié un efecto deletéreo del almace-
namiento sobre la subpoblacién caracteriza-
da por un movimiento rapido y progresivo, lo
que sugiere una disminucion en el potencial fe-
cundante tras la refrigeracion. Ademas, se
identificaron diferencias en los patrones de
motilidad entre verracos, pese a que sus es-
permiogramas clasicos no mostraron variacio-
nes apreciables segun la evaluacién conven-
cional. Estos hallazgos destacan la utilidad
del analisis de subpoblaciones como una he-
rramienta complementaria para detectar di-
ferencias en la calidad seminal que no son
perceptibles mediante métodos tradiciona-
les. La combinacién de CASA con andlisis es-
tadisticos multivariados permite una evalua-
cion mas precisa y objetiva de la motilidad
espermatica, aportando informacion rele-
vante para la optimizacién del manejo re-
productivo en porcicultura.
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