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ABSTRACT

Sperm motility is linked to the energy level of the reproductive cell. The aim was to determine the
influence of breed on reproductive variables of semen quality, kinetics and motility. Data were
collected from 524 ejaculates of from 72 boars with mean age of 26.8+14.4 months during the
years 2015 and 2016. Four breeds were used: Duroc (D), Yorkshire (Y), Landrace (L) and Pietrain
(P). There was an effect (P <0.05) of the breed on total and progressive motility, ejaculate volume
(vol) and total sperm cells. The effect of the breed was significant (P <0.05) on the spermatic
kinetics variables except for amplitude of lateral head displacement (ALH, um). We identified four
sperm subpopulations (SPn) (P <0.05), SP1 (28.60%) characterized by low speed and non-
progressive movement, SP2 (20.54%) with movement very active and progressive, SP3 (16.12%)
with moderate speeds and non-progressive trajectories, SP4 (34.74%) with active movement and
higher progressiveness. The spermatic subpopulations disagree with generalized idea of the
ejaculate as a unit and allowed to determine sperm groups by movement patterns and progressivity.

RESUMEN

La movilidad espermatica se relaciona con el nivel de energia de la célula reproductiva. El objetivo
fue determinar la influencia de la composicién racial sobre variables reproductivas de calidad,
cinética y movilidad del semen. Se recolectaron 524 eyaculados de 72 verracos con una edad media
de 26,8+14,4 meses durante los afios 2015-2016. Se identificaron cuatro grupos raciales: Duroc
(D), Yorkshire (Y), Landrace (L) y Pietrain (P). Hubo un efecto (P<0,05) del grupo racial sobre la
motilidad total y progresiva, el volumen (vol) eyaculado y el nimero total de espermatozoides. 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, um). Se identificaron
cuatro subpoblaciones (SP,) espermaticas (P<0.05), la SP1 (28,60%) caracterizada por una baja
velocidad y de movimiento no progresivo, SP; (20,54%) con movimiento muy activo y progresivo,
SP; (16,12%) con velocidades moderadas y trayectorias no progresivas, SP4 (34,74%) con
movimiento activo y de alta progresividad. Las subpoblaciones espermaticas prescinden de la idea
generalizada del eyaculado como una unidad y permiten determinar conjuntos celulares afines por
patrones de movimiento y progresividad.

INTRODUCCION

La calidad seminal constituye una forma de seleccionar e identificar los verracos (Okere et al.,
2005). Sin embargo, la seleccion de estos animales se realiza con una importancia relativa superior
para caracteres de crecimiento y calidad de canal, que para caracteres como la calidad del semen
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(Robinson & Buhr 2005). Esto implica que el mérito genético de los verracos en relacion con sus
caracteristicas reproductivas no es conocido. El estudio del efecto de la raza sobre la cinética y
movilidad del semen, asi como caracteristicas individuales de los verracos, podria contribuir a
mejorar la eficiencia reproductiva en la industria porcina. En la comercializacion de dosis
seminales, la cantidad y la calidad del semen afectan al nimero de dosis que se pueden producir
por eyaculado (Flowers, 1997). En la década de los 80 afios del siglo pasado, se desarrollé la
tecnologia del Anélisis de Semen Asistido por Computadora (Computer assisted semen analysis,
CASA) para mejorar la exactitud y precision del analisis seminal (Bompart et al., 2018; Gil et al.,
2009; Tardif et al., 1999). Las caracteristicas seminales como volumen, concentracién y movilidad
presentan variabilidad entre y dentro de razas. La variabilidad seminal est4 en funcion de factores
exogenos y enddgenos (Ciereszko et al., 2000) y debe ser caracterizada para evaluar la calidad
espermatica (Smital 2009). La calidad seminal se estima por medio del analisis de semen y permite
predecir la fertilidad potencial de un verraco reproductor. Un andlisis genérico se basa en la
estimacion de la concentracion espermatica y la calidad del movimiento con pardmetros cinéticos.
Algunos autores han reportado que las caracteristicas seminales no se correlacionan con la
fertilidad de los verracos (Tsakmakidis et al., 2010) mientras que otros indican que la calidad del
semen se relaciona con la prefiez (Lépez Rodriguez et al., 2013). El objetivo del presente estudio
fue determinar la influencia de la composicion racial sobre variables de calidad espermatica,
cinética y movilidad del semen en verracos.

MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron 524 eyaculados de 72 verracos con una edad media de 26,8+14,4 meses durante
2015-2016. Los animales se encontraban entrenados para extraccion seminal y se identificaron
cuatro grupos raciales: Duroc (D), Yorkshire (Y), Landrace (L) y Pietrain (P). En todos los casos,
se tomaron al menos dos eyaculados de cada animal. Los animales se mantuvieron en
compartimentos separados (tamafio 12 m?). Los animales se alimentaron una vez al dia, antes del
momento de la recoleccion del semen, con 2,5 kg de un concentrado comercial para verracos. Se
proporciond agua ad libitum, mediante dispensadores automaticos. Se recolectaron muestras de
semen fresco diluidas 1:1 (vol:vol), en un diluyente estandar comercial (BTS, Minitib, Alemania)
para preservacion de semen porcino por periodo corto (tres dias). Antes de cada eyaculacion, se
estimulé a los verracos, llevandolos a un corral de extraccidn separado que contenia el potro de
extraccion y se obtuvo el semen mediante manipulacion manual del pene después de que el verraco
montara sobre el potro. Las tres Gltimas fracciones de semen de cada eyaculado se recogieron en
recipientes graduados de coleccién 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 realizd una evaluacion macroscopica. Después
de esta evaluacion, que duré varios segundos, se coloco la fraccion filtrada en un bafio maria a 37
°C, donde las muestras permanecieron durante el periodo de envasado y determinacion de la
concentracién. La concentracidn espermatica se determind con un espectrofotémetro. EI nimero
total de espermatozoides por eyaculado por verraco se calculé multiplicando la concentracion de
espermatozoides por volumen del eyaculado. Las muestras se almacenaron en un frigorifico
climatizado a 17 °C, durante 24h previo a su andlisis. La movilidad de las células y las
caracteristicas cinéticas de los espermatozoides se evaluaron con un sistema CASA (sistema
integrado de analisis de semen o “Computer-assisted semen analysis”) ISASv1® (Proiser, Valencia,
Espafia), 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 imagenes por segundo (fps “frame per second”) durante dos segundos. La motilidad de
los espermatozoides se determind agregando una alicuota de 2,7uL del eyaculado; previa agitacion
del tubo Eppendorf; en una camara de recuento comercial ISAS-D4C20 de 20um de profundidad.
Cada muestra se analizé por duplicado y se tomaron como minimo siete campos. Se considerd para
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este estudio el area de la cabeza de los espermatozoides (area; um?) y varios parametros de
movilidad que se describen a continuacién segun clasificaciones propuestas por la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, 2010). La matilidad total se definié como el porcentaje de células
moviles que presentaron una velocidad curvilinea (VCL) > 10 um/s dentro de la muestra. La
motilidad progresiva indicé las células que presentaban un movimiento hacia delante en linea recta.
La velocidad curvilinea (VCL; um/s) se definié como la velocidad de la cabeza del espermatozoide
a lo largo de la trayectoria curvilinea real. La velocidad rectilinea (VSL; pum/s) se fijo como la
velocidad de la cabeza de espermatozoide a lo largo de la linea recta entre la primera y la Gltima
posicion detectada. La velocidad de la trayectoria promedio (VAP; um/s) se calcul6 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 trayectoria promedio, VSL / VAP, y la
linealidad (LIN; %) fue la relacion entre la distancia en linea recta y la distancia de la trayectoria
real (VSL / VCL). Otros pardmetros cinéticos que se consideraron para caracterizar la calidad del
movimiento espermatico fueron el indice de oscilacion (WOB = VAP/VCL,; %), la amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH; um), expresado como la altura méxima (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
configuracion del software se ajusté al analisis de espermatozoides de verraco: de 10 a 80 um?,
para el &rea de la cabeza, y 11 para conectividad. EI movimiento progresivo se definié como el
porcentaje de espermatozoides que presentaron movimiento con un indice de rectitud (STR) > 75%
dentro de la muestra. Los espermatozoides estaticos correspondieron a aquellas células que
presentaron una velocidad curvilinea (VCL) < 10 um/s. Se realizaron pruebas de normalidad y
homocedasticidad, usando Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov, respectivamente, a los datos
obtenidos del andlisis de todos los parametros 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. Cuando se comprobaron
las hipétesis de la distribucion normal y la homogeneidad de varianzas, se realiz6 un ANOVA de
medidas repetidas. Los modelos lineales generales y mixtos se utilizaron para analizar las variables
de cinética y movilidad del semen de verracos de diferentes grupos raciales. Se realizaron pruebas
de comparacion mdltiple por el método de minimos cuadrados, y se utilizd la correccion de
Bonferroni, con un nivel de significacion estadistica de 0,05. Se realizo analisis 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 numero de componentes principales a utilizar en el préximo paso del analisis, se
sigui6 el criterio de seleccionar solo aquellos con un valor propio (varianza extraida para ese
componente principal particular) >1 (criterio de Kaiser). Ademas, se comprobd 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), que determina el célculo de las correlaciones entre dos variables una vez eliminada la
influencia que las restantes variables ejercen sobre ellas y que, indica la conveniencia de realizar el
AF. El segundo paso fue realizar un procedimiento de cllster 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 parametros
de forma y tamarfio, mediante un procedimiento de agrupamiento no jerarquico (modelo k-medias y
distancia euclidea). Esto clasifica los espermatozoides del conjunto de datos en un pequefio nimero
de subpoblaciones de acuerdo con la velocidad, linealidad y progresividad de las células. Este
analisis permitié la identificacion de subpoblaciones de espermatozoides y la deteccién de valores
atipicos. Los analisis estadisticos se realizaron usando IBM SPSS, version 23.0 para Windows
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El anélisis de semen por sistemas CASA es una herramienta para optimizar la produccién de dosis
seminales en centros de inseminacion artificial o empresas dedicadas a la venta de germoplasma
(Broekhuijse et al., 2012). El efecto del grupo racial fue significativo (P <0,05) para las variables
de movilidad excepto para la concentracion de espermatozoides. En trabajos previos se ha descrito
que el efecto racial puede influir en la calidad seminal (Kawegcka et al., 2008; Kondracki et al.,
2012). El volumen de eyaculado fue diferente entre todos los grupos raciales y la motilidad total
fue estadisticamente diferente (P <0,05) entre los grupos raciales Landrace y Duroc. Los
volimenes de eyaculado encontrados en el presente trabajo fueron similares a los descritos por
Wolf & Smital (2009) pero mayores que los volimenes de eyaculado encontrados por (Savié et al.
(2013). El volumen de eyaculado podria inferir en la calidad del semen ya que mayores volimenes
podrian incrementar la cantidad de espermatozoides no funcionales (Martinez-Alborcia et al.,
2012). Los grupos raciales difirieron en el numero total de espermatozoides coincidiendo con lo
reportado por (Tapiloagad et al. (2013); Wolf & Smital (2009). Los verracos de la raza Duroc
presentaron un menor nimero total de espermatozoides con respecto a los demas grupos raciales
mientras que, los verracos de la raza Yorkshire presentaron mayor nimero total de espermatoides
(Tabla I).

Tabla 1. Parametros reproductivos de calidad seminal en verracos de diferentes grupos raciales.
(Reproductive parameters of boar sperm quality of different breeds).

Grupo racial”

Parametro

. D Y L P
reproductivo
Concentracién

+ + + +
1oL 0.33+0.01 0.36+0.02 0.33+0.01 0.34+0.01

Vo'ume(r:n%acu'ado 188.29+7.52°  316.47+13.22°  252.82+413.38°  230.54+7.55

N“mer&;gg;" ESPZ 641143750 110.51+6.58" 88.18+6.66° 81.70+3.76

Motilidad total (%) 76.46+0.83° 74.93+1.76% 70.83+1.60° 75.08+1.12%

Motilidad 57.47+1.02° 54.07+2.18" 52.00+1.98" 56.74+1.38%

progresiva (%)

* D: Duroc, Y: Yorkshire, L: Landrace, P: Pietrain. Espz: espermatozoides; VCL: velocidad curvilinea, um/s; VVSL: velocidad rectilinea,
um/s; VAP: velocidad media, um/s; LIN: indice de linealidad, %; STR: indice de rectitud, %; WOB: indice de oscilacion, %; ALH:
desplazamiento lateral de la cabeza, um; BCF: frecuencia de entrecruzamiento, Hz. EE: error estandar. *><¢ Dentro de fila, valores con

diferente superindice presentan diferencias significativas P <0,05.

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. La actividad espermatogénica
se correlaciona positivamente con el nimero total de espermatozoides y por consiguiente con las
dosis seminales producidas (Adamiak et al., 2010; Knecht et al., 2013). El efecto del grupo racial
resulté significativo para las variables de cinética, excepto para ALH. Las diferencias entre razas en
la calidad seminal se han demostrado en los estudios de (Smital 2009; Sonderman & Luebbe 2008).
La VCL fue estadisticamente diferente entre grupos raciales excepto Duroc y Landrace. La VSL,
VAP y STR mostrada por los verracos Pietrain fue diferente y mayor con respecto a los demas
grupos raciales. La VSL es un parametro es importante en los centros de inseminacion artificial
para el procesado de las dosis seminales ya que en los trabajos de (Broekhuijse et al. (2012; Holt et
al. (1997), este pardmetro mostré una relacién positiva con la fertilidad del verraco. Una mayor
velocidad rectilinea podria permitir a los espermatozoides fertilizar mejor el ovocito (Liu et al.,
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1991). Las razas que presentaron el mayor indice de linealidad (LIN) fueron Pietrain y York. Las
razas Landrace y Duroc presentaron los valores méas bajos de indice de oscilacién (WOB), mientras
gue para la BCF s6lo hubo diferencias entre las razas York y Pietrain (Tabla I1).

Tabla Il. Pardmetros de cinética espermética (mediastEE) de verracos de diferentes grupos
raciales. (Kinematic sperm parameters in different boar breeds).

Grupo racial”

Parametro D Y L P
cinético
VCL (um/s) 58.06+0.69" 53.33+1.81° 56.92+1.31° 59.02+0.84°
VSL (um/s) 27.88+0.41° 26.95+1.10° 27.04+0.80° 30.79+0.51°
VAP (um/s) 36.52+0.44° 35.52+1.15° 35.65+0.83° 39.29+0.53"
LIN (%) 48.67+0.69° 51.23+1.83% 48.51+1.32° 52.79+0.85"
STR (%) 75.80+0.58° 75.65+1.53° 75.24+1.11° 78.21+0.71°
WOB (%) 63.48+0.54° 67.05+1.44° 63.52+1.04° 67.060.66"
ALH (um) 2.53+0.08 2.23+0.21 2.34+0.15 2.33+0.10
BCF (Hz) 7.71+0.05%® 7.46+0.14° 7.72+0.10%® 7.89+0.06°
Area (um?) 25.20+0.16° 25.85+0.45% 26.37+0.32% 25.73+0.21°

* D: Duroc, Y: Yorkshire, L: Landrace, P: Pietrain. VCL: velocidad curvilinea, um/s; VSL: velocidad rectilinea, um/s; VAP: velocidad
media, pm/s; LIN: indice de linealidad, %; STR: indice de rectitud, %; WOB: indice de oscilacién, %; ALH: desplazamiento lateral de la
cabeza, um; BCF: frecuencia de entrecruzamiento, Hz. EE: error estandar. *°¢ Dentro de fila, valores con diferente superindice presentan

diferencias significativas P <0,05.

La BCF esta asociada con el patron de movilidad del flagelo y los entrecruzamientos de las
trayectoria curvilinea y lineal (Sellés et al., 2003), sin embargo, la estimacion del parametro se
correlaciona con del nimero de imagenes por segundo que se pueden obtener segln el sistema
CASA. El andlisis de componentes principales permitié extraer tres componentes segun el criterio
Kaiser >1 y en total explicaron un 92,35% de la varianza total. EI primer componente se caracteriz
por presentar células “lineales”, es decir, con indices de rectitud y linealidad. El segundo
correspondié a células caracterizadas por su ‘“velocidad” curvilinea y promedio. El tercer
componente principal se asocio6 a oscilacién y entrecruzamientos (Tabla I11).

Tabla I1l. Vectores propios de componentes principales (CP) de parametros de cinética
espermatica en verracos. (Eigenvectors of principal components (PCs) for boar sperm kinetics
parameters).

Vectores propios*

CP1 CP2 CP3
VCL 0.905
VSL 0.721
VAP 0.887
LIN 0.986
STR 0.878
WOB 0.895 -0.480
ALH 0.918
BCF 0.923
Varianza explicada (%) 42.62 28.73 21.00

* Se expresan las variables mas importantes en cada CP. S6lo se presentan vectores propios > 0.4. ® Matriz de componente rotado,
método de rotacion Varimax con normalizacién Kaiser. La rotacién ha convergido en 5 iteraciones. 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.
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Las tres componentes principales se asociaron con la VSL, VAP y BCF respectivamente y
presentaron un peso relativo superior a 0.7. En otros trabajos se ha asociado estas variables de
cinética con la integridad de la membrana flagelar sugiriendo que células con buena integridad en
sus membranas podrian promover un movimiento lineal rapido que favoreceria la progresion del
espermatozoide hasta el ovocito (Grieblova et al., 2017). En el anélisis de subpoblaciones por
medio de “clusters” multivariante realizado sobre 26.050 espermatozoides se identificaron cuatro
subpoblaciones espermaticas con distintos tipos de movimiento. La subpoblacion 1: constituida por
espermatozoides con una baja velocidad, con VCL =53,57+0,61 um/s, VSL =21,92+0,36 um/s y
VAP =30,38+0,38 um/s, y de trayectoria no progresiva (LIN =41,38+0,58%; STR =71,96+0,55%;
ALH =2,43+0,023 um; y BCF =7,05£0,05 Hz). Del total de los espermatozoides, el 28,60% fueron
asignados a esta subpoblacion. La subpoblacién 2 estuvo representada por espermatozoides con un
movimiento muy activo y progresivo, reflejado por valores altos de VCL (70,79+0,72 um/s), ALH
(2,74£0,027 um) y STR (80,81+0,65 %). El 20,54 % del total de espermatozoides formo parte de
esta subpoblacion (Tabla 1V).

Tabla IV. Medias (£EE) de parametros de cinética espermatica de diferentes subpoblaciones (SPs)
de espermatozoides de verracos. (Mean (£SE) of each kinetic kinematic parameter corresponding
to different subpopulations (SPs) for boar sperm).

Variable SP1 SP2 SP3 SP4
n/% 7450/28.60 5351/20.54 4199/16.12 9050/34.74
VCL (um/s) 53.57+0.61° 70.79+0.72° 64.56+0.81° 50.71+0.55
VSL (um/s) 21.92+0.36° 37.53+0.43" 25.45+0.49° 31.07+0.33¢
VAP (um/s) 30.38+0.38° 46.3820.44 38.67+0.50° 37.1520.34°
LIN (%) 41.38+0.58° 53.47+0.69" 39.76+0.78° 61.54+0.53°
STR (%) 71.96+0.55° 80.81+0.65" 65.19+0.74° 83.61+0.50°
WOB (%) 57.29+0.48° 65.87+0.57" 60.30+0.64° 73.57+0.44¢
ALH (um) 2.43+0.023° 2.74+0.027° 2.47+0.030° 2.00+0.021°
BCF (Hz) 7.05+0.050° 8.20+0.060° 8.77+0.057° 7.61+0.046"

VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; VAP: velocidad media; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud; WOB:
indice de oscilacion; ALH: desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de entrecruzamiento. EE: error estandar. *¢¢ Dentro de

fila, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas P <0,05.

La subpoblacion 3 presentd la menor cantidad de células con un 16,12 %. Las células de esta
subpoblacion mostraron una velocidad moderada, caracterizada principalmente por mostrar VSL
=25,45+0,49 um/s y trayectoria no progresiva (LIN =39,76+0,78%; STR =65,19+0,74%; WOB
=60,30+0,64%). La subpoblaciéon 4 estuvo representada por el 34,74% de la poblacién total,
incluyd aquellos espermatozoides con movimiento activo, pero de alta progresividad, indicado por
los valores mas elevados de LIN (61,54+0,53 um/s) y STR (83,61+0,50 um/s) (Tabla IV). En
trabajos previos (Cremades et al., 2005; Flores et al., 2009; Estrada et al., 2017) se han descrito
resultados similares y sugieren que en la cinética de los espermatozoides de verraco se describen de
tres a cuatro subpoblaciones definidas. En el trabajo de Ramén et al. (2013) se demostr6 que los
machos que mostraban mayor capacidad fecundante presentaban espermatozoides con movimiento
activo y lineal, coincidiendo con lo encontrado en el presente trabajo en la subpoblacién 4 con un
34,74% del total de células. El estudio de las subpoblaciones espermaéticas dentro del eyaculado es
reciente y aun no se ha establecido una relacion formal entre éstas y la fertilidad de los machos
(Didion, 2008), por lo que es necesario continuar con el estudio de las subpoblaciones seminales y
las caracteristicas de fertilidad y eficiencia reproductiva.
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CONCLUSIONES

El volumen de eyaculado y el nimero total de espermatozoides presentaron variacion en funcion
del grupo racial. Los parametros de movilidad total y progresiva presentaron diferencias entre los
grupos raciales, pero no fueron concluyentes. Los pardmetros cinéticos indicaron que los
eyaculados de algunos grupos raciales tienden a presentar espermatozoides con una progresion
lineal y mayores velocidades. Las subpoblaciones espermaticas se distribuyeron en funcién del
movimiento y progresividad celular a la vez que confirman la idea de que el eyaculado no se puede
considerar como una poblacion y permiten abandonar el criterio de buscar el espermatozoide con
mayor capacidad fecundante.
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