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RESUMEN 

Las condiciones óptimas de análisis seminal permiten estandarizar los 

protocolos de evaluación.  El eyaculado es heterogéneo y se pueden identificar 

subpoblaciones espermáticas con diferentes patrones cinemáticos en varias especies.  

Sin embargo, aunque estas subpoblaciones están estadísticamente bien definidas, las 

diferencias estadísticas no siempre son relevantes.  El objetivo del presente trabajo 

fue analizar la calidad espermática del semen bovino y la estructura subpoblacional 

de los eyaculados mediante un sistema CASA-Mot.  En el experimento uno, se 

utilizaron diez toros Brahman que fueron electroeyaculados, diluyendo el semen con 

tres diluyentes comerciales: Andromed®, Androstar® y BTS a dos temperaturas (37 y 

29 °C).  Las muestras se analizaron mediante un sistema CASA-Mot ISAS®v1 y se 

utilizaron cámaras de recuento ISAS®D4C (10, 16 y 20 μm) y Spermtrack® (20 μm) en 

diferentes tiempos de análisis (0, 3, 6 y 12 h).  La Spermtrack® presentó mayor 

velocidad curvilínea pero menor linealidad respecto de las otras cámaras de recuento 

(P<0,05).  La durabilidad de las muestras fue menor para todas las variables cinética 

(P<0,05) excepto para STR.  La velocidad curvilínea fue mayor cuando se utilizó 

Andromed®, pero hubo mayor progresividad con Androstar® (P<0,05).  En el 

experimento dos, se evaluó el semen de diez toros después de la descongelación.  Se 

empleó un sistema ISAS®v1 CASA-Mot con una tasa de adquisición de imágenes de 

50 Hz y cámaras de conteo ISAS®D4C20.  Las subpoblaciones de espermatozoides 

móviles se caracterizaron mediante procedimientos multivariados como el análisis de 

componentes principales (CP) y métodos de agrupamiento (modelo k-means).  Se 

identificaron cuatro subpoblaciones de esperma diferentes a partir de tres 

componentes principales que involucraban progresividad, velocidad y movimiento 

ondulatorio celular.  Las proporciones de las diferentes subpoblaciones de esperma 

variaron con el diluyente utilizado y en las dos especies.  A pesar de una diferencia 

estadística (P <0.05) entre los diluyentes, el análisis bayesiano confirmó que solo uno 

de ellos (Triladyl®) presentó diferencias relevantes en los patrones cinemáticos en 

comparación con Tris-EY y OptiXcell®.  Los diluyentes diferían en la proporción de 

espermatozoides en cada una de las subpoblaciones cinemáticas.  Se identificaron 

patrones similares en Bos taurus y Bos indicus.  Los resultados bayesianos indican 
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que las subpoblaciones SP1, SP2 y SP3 fueron diferentes para los criterios de PC y 

estas diferencias fueron relevantes.  Para velocidad, linealidad y progresividad, el SP4 

no mostró una diferencia relevante con respecto a las otras subpoblaciones 

espermáticas.  La estandarización de protocolos de análisis seminal puede servir para 

determinar la relevancia biológica de estas agrupaciones celulares en el eyaculado.  

El enfoque clásico de agrupamiento o subpoblación de esperma, por lo tanto, puede 

no tener un significado biológico directo.  Por lo tanto, la relevancia biológica de las 

subpoblaciones de esperma necesita ser reevaluada. 
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ABSTRACT 

The optimal conditions for seminal analysis allow standardization of evaluation 

protocols.  The ejaculate is heterogeneous and sperm subpopulations with different 

kinematic patterns can be identified in various species.  However, although these 

subpopulations are statistically well defined, statistical differences are not always 

relevant.  The objective of the present work was to analyze the sperm quality of bovine 

semen and the subpopulation structure of ejaculates using a CASA-Mot system.  In 

experiment one, ten Brahman bulls were used that were electroejaculated, diluting the 

semen with three commercial diluents: Andromed®, Androstar® and BTS at two 

temperatures (37 and 29 °C).  The samples were analyzed using a CASA-Mot 

ISAS®v1 system and counting chambers ISAS®D4C (10, 16 and 20 μm) and 

Spermtrack® (20 μm) were used at different analysis times (0, 3, 6 and 12 h).  The 

Spermtrack® presented higher curvilinear speed but lower linearity with respect to the 

other counting chambers (P <0.05).  The durability of the samples was lower for all 

kinetic variables (P <0.05) except for STR.  Curvilinear speed was higher when 

Andromed® was used, but there was greater progressivity with Androstar® (P <0.05). 

In experiment two, the semen of ten bulls was evaluated after thawing. An ISAS®v1 

CASA-Mot system with an image acquisition rate of 50 Hz and ISAS®D4C20 counting 

cameras were used.  Motile sperm subpopulations were characterized using 

multivariate procedures such as principal component analysis (PC) and clustering 

methods (k-means model).  Four different sperm subpopulations were identified from 

three main components involving cell progressivity, velocity, and wave motion.  The 

proportions of the different sperm subpopulations varied with the diluent used and in 

the two species.  Despite a statistical difference (P <0.05) between the diluents, the 

Bayesian analysis confirmed that only one of them (Triladyl®) presented relevant 

differences in the kinematic patterns compared to Tris-EY and OptiXcell®.  The diluents 

differed in the proportion of sperm in each of the kinematic subpopulations. Similar 

patterns were identified in Bos taurus and Bos indicus.  The Bayesian results indicate 

that the SP1, SP2 and SP3 subpopulations were different for the PC criteria and these 

differences were relevant.  For speed, linearity and progressiveness, SP4 did not show 

a relevant difference with respect to the other sperm subpopulations.  The 
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standardization of seminal analysis protocols can be used to determine the biological 

relevance of these cell groups in the ejaculate.  The classical sperm grouping or 

subpopulation approach, therefore, may not have direct biological significance. 

Therefore, the biological relevance of sperm subpopulations needs to be reassessed. 
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1 INTRODUCCIÓN 

La palabra espermatozoide es un cultismo griego de carácter técnico.  

Proviene del griego σπερμα sperma “semilla”.  A partir de esperma se formó 

espermatozoide, palabra compuesta por la voz latina, seguida por el griego zoon 

“animal” y la partícula oide “aspecto o apariencia de”.  El espermatozoide o gameto 

masculino, es una célula haploide altamente diferenciada, que tiene la función de 

transportar el genoma masculino y fusionarse con el gameto femenino (ovocito), 

para dar lugar a un nuevo individuo diploide. 

Los espermatozoides fueron identificados por primera vez en 1679 por Anton 

Van Leeuwenhoek (1632-1723).  Posteriormente en 1697, Hartsocker propuso la 

teoría del homúnculo, que consistía en la presencia dentro del espermatozoide de 

un hombre microscópico con una cabeza de gran tamaño (Sztein et al. 2018).  En 

1780, Lazzaro Spalanzani fue el primero en realizar una inseminación artificial con 

éxito en la especie canina, concluyendo que el espermatozoide es la célula de 

origen masculino implicada en la fecundación.  Este mismo autor descubrió también 

que los espermatozoides enfriados con nieve no morían, sino que solo permanecían 

aletargados e inmóviles pues logran recuperar la movilidad posteriormente 

(Brinsden 2011).  Los avances tecnológicos que se desarrollaron posteriormente en 

los siglos XIX y XX han permitido determinar la estructura del espermatozoide y su 

función reproductiva (Brinsden 2011). 

La mejora genética de los animales de granja se ha favorecido gracias al uso 

de la inseminación artificial (IA).  El desarrollo, progreso y aplicación de esta técnica 

de biotecnología reproductiva no solo ha favorecido la rápida distribución de 

germoplasma sino que también ha contribuido a disminuir la propagación de 

enfermedades (Gil 1999). 

Polge, Smith y Parkes (1949) hallaron que al añadir el glicerol en el medio de 

suspensión de los espermatozoides se podían congelar y descongelar sin perder la 

movilidad de éstos.  Este descubrimiento ha permitido la conservación de los 

espermatozoides de toro por largos periodos de tiempo (Lovelock y Polge 1954). 
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Durante décadas, se han desarrollado pruebas de laboratorio para predecir de 

forma precisa la capacidad fecundante del semen que se va a utilizar posteriormente 

en inseminación artificial o valorar protocolos de congelación espermática.  Debido 

a que el propio método de IA permite determinar la capacidad fecundante de un 

eyaculado, este conlleva tiempo y dinero, además de que, existen factores de 

variación relacionados con la hembra que pueden modificar los resultados.  Sin 

embargo, se ha demostrado que el análisis objetivo de parámetros relativos a las 

características funcionales, morfológicas y de morfometría de los espermatozoides 

permite estimar el potencial fecundante de una muestra de semen (Amann 1989).  

Durante la segunda mitad de la década de los 80s del siglo XX, se inició el desarrollo 

la tecnología CASA (Computer-Assisted Semen Analysis) que permite el estudio de 

diversas características de los espermatozoides con el propósito de predecir la 

calidad de una muestra seminal de manera objetiva (Amann y Waberski 2014). 

Los sistemas CASA proporcionan una serie de datos respecto de la cinética y 

trayectoria individual de cada espermatozoide (Holt y Palomo 1996).  El análisis de 

un elevado número de células permite identificar subpoblaciones espermáticas y 

cómo éstas se distribuyen en un eyaculado particular según los patrones de 

movimiento característicos de cada subpoblación.  Esto permite tener una 

perspectiva más real y ajustada que la simple movilidad de una muestra de semen, 

porque el eyaculado se constituye por una población heterogénea de 

espermatozoides (Holt, O’Brien, y Abaigar 2007; Vicente-Fiel et al. 2013; Yániz et 

al. 2017).  

1.1 Justificación  

Por lo general, la evaluación de la fertilidad de los machos se realiza mediante 

exámenes andrológicos; sin embargo, algunas estimaciones de estos exámenes 

suelen basarse en criterios subjetivos de valoración seminal como por ejemplo la 

movilidad, ya que ésta se realiza por técnicos sin equipos especializados.  La 

tecnología CASA permite una evaluación objetiva de las características 

espermáticas, lo que favorece una mayor precisión de la información reproductiva y 

la fertilidad potencial del macho.  Además, se puede utilizar de base para estimar 
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dosis seminales mediante la tecnología CASA, de toros promisorios genéticamente.  

En Costa Rica, se recomienda que un toro cubra, en promedio, entre 25 y 30 vacas, 

por lo que las implicaciones en la productividad de la finca y a nivel nacional podrían 

verse afectadas.  Por último, la literatura científica existente de análisis 

computadorizado de semen generalmente se basa y utilizan como modelo el Bos 

taurus.  

1.2 Propósito 

Este trabajo pretende constituirse en la primera investigación a nivel nacional 

que determine las condiciones técnicas de análisis (set up) del semen bovino 

mediante la tecnología CASA-Mot y describir la estructura subpoblacional de los 

eyaculados bovinos respecto de variables de movilidad y cinética de 

espermatozoides de toros Bos indicus y Bos taurus. 

1.3 Objetivo general  

Analizar la calidad espermática del semen bovino y la estructura 

subpoblacional de los eyaculados mediante un sistema CASA-Mot.  

1.4 Objetivos específicos 

Evaluar el efecto del tipo de cámaras recuento espermático, y el tipo de 

diluyente del semen sobre las variables de cinética espermática analizadas 

mediante un sistema CASA-Mot. 

Estudiar el efecto de la conservación del movimiento del semen fresco en el 

tiempo sobre variables, progresividad y cinéticas analizadas con un sistema CASA-

Mot. 

Evaluar el efecto de la criopreservación espermática del semen bovino sobre 

la movilidad y cinética espermática.  

Determinar la estructura subpoblacional de los eyaculados bovinos a partir de 

variables cinéticas del semen. 
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1.5 Hipótesis 

Las condiciones técnicas de análisis de semen con sistemas CASA-Mot 

influyen en los resultados de evaluación seminal, así como los procesos previos a 

los que se ha sometido el semen para su conservación o almacenamiento en fresco.  
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2 REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Fisiología y producción de espermatozoides  

El espermatozoide es una célula haploide altamente especializada que se 

produce en los túbulos seminíferos de los testículos, mediante un proceso 

denominado espermatogénesis (Palomino 2019).  Estos túbulos se encuentran 

estructurados por un gran número de células epiteliales germinales llamadas 

espermatogonias, que son células diploides que proliferan continuamente para 

mantener su número.  Un porcentaje de estas células sufrirán una serie de 

modificaciones hasta transformarse en los gametos masculinos conocido como 

espermatogénesis (Olivera et al. 2006).  Sin embargo, estas células haploides ya 

diferenciadas carecen de capacidad fecundante y poseen escasa movilidad.  Se 

precisa, por tanto, de una última fase de maduración durante su tránsito por el 

epidídimo, para desarrollar dichas características  (Amann 1989). 

La espermatogénesis es el proceso de proliferación, maduración y 

diferenciación que tiene lugar en los túbulos seminíferos y mediante el cual las 

espermatogonias se transforman en espermatozoides (Lawrence et al. 2012).  La 

espermatogénesis en el bovino tiene una duración de 61 días, y esta dividida en dos 

fases: espermatocitogénesis que incluye mitosis y meiosis y espermiogénesis que 

a su vez constan de cuatro etapas consecutivas en las cuales, las células 

primordiales cambian su morfología, pierden algunas de sus organelas y se 

transforman en células diferenciadas (Figura 1).  
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Figura 1.Esquematización del proceso de espermatogénesis con sus fases y la 

formación de células haploides. 

Fuente: https://pt.slideshare.net/gustavotoledo/espermatognesisok-10973881  

Espermatocitogénesis:  poco antes de llegar a la pubertad, los gonocitos 

germinales se diferencian a espermatogonias.  En esta primera etapa, las 

espermatogonias experimentan una serie de divisiones mitóticas para mantener su 

número (espermatogonias tipo A) en primer lugar y para producir espermatogonias 

tipo B que se dividirán nuevamente, dando espermatocitos primarios (Amann 1989; 

Correa et al. 2005).  

Espermatidogénesis: en esta segunda fase comienza la primera división 

meiótica, mediante la cual el espermatocito primario diploide va a originar dos 

espermatocitos secundarios haploides.  Posteriormente, se producirá la segunda 

meiosis en estos espermatocitos secundarios lo cual origina las espermátidas, que 

https://pt.slideshare.net/gustavotoledo/espermatognesisok-10973881
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son células de menor tamaño y más diferenciadas (Correa et al. 2005; López y 

Quiroga 2015). 

Espermiogénesis: la espermátida esférica sufre una serie de cambios 

morfológicos hasta diferenciar la cabeza y la cola; sin alterarse ya la carga genética 

(Correa et al. 2005; Ortíz et al. 2003). 

Espermiación: en esta última fase se rompen las uniones de la espermátida 

madura y las células de Sertoli al quedar liberada al lumen de los túbulos 

seminíferos.  La espermátida pierde la mayor parte del citoplasma, su núcleo se 

condensa, y se produce la maduración del flagelo y del acrosoma (Correa et al. 

2005). 

2.2 Técnicas de reproducción asistida en especies ganaderas 

La reproducción en granjas de animales generalmente se realiza mediante 

inseminación artificial (IA), lo que refleja la importancia de este procedimiento que 

se ha incrementado y desarrollado a nivel mundial después de su introducción en la 

primera mitad del siglo XX (Amann y Waberski 2014; Hansen 2014).  Respecto a 

los machos, la IA implica los siguientes pasos: recolección de semen, evaluación, 

dilución, congelación-descongelación e inseminación. 

La colección se puede realizar mediante el uso de una vagina artificial (Barszcz 

et al. 2012) o electro-eyaculación (Palmer et al. 2004).  La vagina artificial requiere 

que el macho monte una hembra o un maniquí, aparte de la manipulación del pene 

y una vagina artificial para la extracción del semen.  La ventaja de esta es que salen 

eyaculados muy limpios, el equipo es económicamente accesible, no obstante, la 

desventaja es que requiere animales dóciles y entrenados.  El electro-eyaculador 

es un electrodo que conectado a una batería genera descargas eléctricas de no más 

de 20 voltios que estimulan la próstata y los nervios pélvicos e inducen la erección 

peneana y por consiguiente una eyaculación.  Una ventaja es que no requiere 

animales entrenados, sin embargo, es un procedimiento invasivo para el animal 

(Arieta, Fernández, y Menchaca 2014). 
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La movilidad espermática (total y progresiva), la cinética y la concentración son 

las principales variables evaluadas en los centros de IA para calcular las dosis 

seminales.  Para la dilución de las muestras, se deben definir diluyentes específicos 

tanto para la refrigeración como para la criopreservación de las muestras (Foote 

2002).  En el caso de la criopreservación, se deben definir protocolos específicos 

para cada especie, incluida la vitrificación (Sieme y Oldenhof 2015; Yeste 2016). 

Finalmente, la inseminación requiere el desarrollo de catéteres específicos 

(Hernández-Caravaca et al. 2017).   

El volumen del eyaculado de un toro adulto es mayor de los cuatro mililitros y 

la concentración es muy variable entre eyaculados y entre toros (Guataquira 2019). 

La crioconservación del semen es una técnica utilizada para la preservación 

de material genético, el cual se emplea en otras técnicas biotecnológicas como la 

Inseminación Artificial (IA), Inseminación Artificial a Tiempo Fijo (IATF), y 

Transferencia de Embriones (TE).  Esta técnica radica en la ampliación de la 

viabilidad de la célula y prolonga la supervivencia de la misma por medio de la 

reducción de tasa metabólica (Betancourt y Bernal 2017). 

Hay factores que reducen la capacidad fecundante de los toros como la 

valoración del semental, colecta del semen, examen macroscópico y microscópico 

del eyaculado, dilución del semen con el diluyente y congelamiento del mismo, con 

los últimos dos factores de mayor importancia en el proceso de la conservación 

debido a que es donde ocurre la mayor mortalidad espermática (Espinosa 2012).  

Las unidades de almacenamiento de semen congelado a nivel mundial son las 

pajillas (pajuelas) de 0,25 y 0,5 mililitros.  Este volumen es el que contiene el material 

genético del toro (Curbelo y Rodríguez 2013; Baracaldo et al. 2007). 

2.3 Sistemas computadorizados de análisis seminal (CASA) 

Como se indicó anteriormente, la tecnología CASA ha estado disponible 

comercialmente desde mediados de la década de los 80’s del siglo pasado y 

proporciona una evaluación más objetiva de las características de los 

espermatozoides (Holt et al. 2018; Soler et al. 2016).  Los componentes principales 

de un sistema CASA incluyen un microscopio equipado con una placa calefactada 
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y un dispositivo óptico de contraste de fase negativa con una cámara de video 

adjunta.  La señal de la cámara se envía a una computadora que tiene un software 

específico para diferentes tipos de análisis (Figura 2). 

 

Figura 2. Equipo CASA (Computer-assisted semen analysis). 

Fuente: Proiser R&D. 

 

El análisis de la movilidad de los espermatozoides y la cinética ha sido un 

objetivo de la investigación del semen durante más de 25 años (Amann y Waberski 

2014).  Los sistemas CASA-Mot ofrecen una gran batería de parámetros de cinética 

además de la evaluación general de la movilidad.  Durante este tiempo se ha 

demostrado que estos parámetros son sensibles a variaciones en hardware y 

software, así como a la variabilidad de las muestras de semen (Bompart et al. 2018; 

Castellini et al. 2011; Yeste et al. 2018). 

En general, los parámetros obtenidos con los sistemas CASA permiten la 

comparación de resultados, tanto inter como intra-laboratorios, lo que hace posible 

detectar diferencias cuantitativas en los parámetros seminales.  Esto se puede 

aplicar a estudios que analizan diferentes situaciones experimentales o productivas 
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(Palacín et al. 2013) y para encontrar diferencias entre machos, tratamientos e/o 

interacciones dentro de un experimento (Verstegen et al. 2002). 

2.4 Parámetros CASA 

2.4.1 Movilidad y variables cinéticas 

La cinética del espermatozoide incluye medir la distancia entre cada punto de 

la cabeza para un espermatozoide dado durante el período de adquisición.  Se 

fundamenta en la localización de las cabezas como puntos diferenciados del fondo 

gracias a sus características de luminosidad diferencial.  Algunos sistemas son 

capaces, además de localizar la cola como referente para definir qué es un 

espermatozoide y qué no.  Una vez identificadas las cabezas, y por diferentes 

algoritmos de cálculo se procede a la definición matemática de la trayectoria seguida 

por la célula en las diferentes imágenes analizadas por la unión de los puntos 

correspondientes al centroide de la cabeza (Figura 3).  

Hay ocho parámetros estándar definidos de movilidad espermática (Bompart 

et al. 2018): 1) La velocidad curvilínea (VCL, µm·s-1) es la suma de las distancias 

entre las posiciones del centroide de la cabeza del espermatozoide fotograma por 

fotograma, dividida por el tiempo de análisis, 2) La velocidad en línea recta (VSL, 

µm·s-1) es la distancia en línea recta entre la primera y la última posición del 

espermatozoide, dividida por el tiempo transcurrido, 3) Velocidad promedio de la 

trayectoria (VAP, µm·s-1) es la velocidad promediada en el tiempo de un 

espermatozoide a lo largo de su trayectoria promedio, 4) Linealidad de la progresión 

hacia adelante (LIN = (VSL/VCL)*100, sin dimensiones) es la linealidad de la 

trayectoria curvilínea, en porcentaje, 5) Rectitud (STR = (VSL/VAP)*100, sin 

dimensiones) es una medida de la linealidad de la trayectoria promedio, 6) La 

oscilación de la trayectoria (WOB = (VAP/VCL)*100, sin dimensiones) es una 

medida de oscilación de la trayectoria real sobre la trayectoria promedio y se 

expresa en porcentaje, 7) Amplitud de Desplazamiento Lateral de la Cabeza, (ALH, 

µm) es la distancia promedio de la cabeza del espermatozoide desde la trayectoria 

promedio de movimiento espermático donde la trayectoria promedio se calcula con 

la utilizción de una media móvil de 5 puntos (se puede considerar como el valor 
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máximo o medio a lo largo de la trayectoria), y 8) La frecuencia de entrecruzamiento 

(BCF, Hz) es la frecuencia con la que la cabeza del espermatozoide cruza la línea 

de trayectoria promedio durante la adquisición (Kay y Robertson 1998). 

 

Figura 3. Parámetros cinéticos medidos por los sistemas CASA.  La línea curva 
indica un desplazamiento neto estimado a través de la trayectoria de la célula. 

Fuente: Adaptado de (Amann y Waberski 2014). 

Los parámetros de movilidad se estiman con el conjunto de mediciones de 

posición asociadas a una trayectoria a lo largo de todo su historial y se ponen a 

disposición como un archivo de base de datos para el procesamiento posterior y el 

análisis de conglomerados.  Los primeros y últimos cinco puntos de la trayectoria 

se descartan del análisis para evitar que el inicio de la trayectoria y los posibles 

errores al finalizar la captura de video de esta corrompan las estimaciones de 

movilidad.  Se utiliza una media móvil de cinco puntos para filtrar las señales 

ruidosas al trazar parámetros individuales en función del tiempo.  En las estadísticas 

de población, el análisis de la movilidad se limita a cinco segundos por esperma, 

porque en general, las longitudes de las trayectorias son más largas para los 
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espermatozoides más lentos que para los espermatozoides más rápidos que 

abandonan el campo de visión (Urbano et al. 2017). 

La fertilidad potencial de una muestra seminal varía en función de la 

concentración de espermatozoides viables, la morfometría y la morfología normal, 

con potencial capacitante y funcionalmente competentes, capaces de alcanzar el 

oviducto y de establecer un reservorio oviductal, y de llevar a cabo la fecundación 

del ovocito (Simonik et al. 2015).  Si se pretende correlacionar el efecto predictivo 

de la evaluación del semen mediante técnicas in vitro, con la capacidad fecundante 

in vivo, se debería incluir el estudio de las características cinéticas, morfológicas y 

morfométricas de los espermatozoides, especialmente cuando se trata de dosis de 

semen congelado o cuando se evaluan nuevos métodos de criopreservación (Lenz 

et al. 2011, Gloria et al. 2013, Contri et al. 2010).  Los parámetros funcionales y 

estructurales de los espermatozoides, como la movilidad, la cinética, la viabilidad, 

la integridad del acrosoma y el ADN, la función mitocondrial, la morfología y la 

morfometría (Gillan et al. 2005) pueden estar asociados con la fertilidad. 

Para que un espermatozoide sea capaz de fecundar a un ovocito debe 

presentar un valor aceptable de movilidad progresiva (Boryshpolets et al. 2013). 

Dicho parámetro ha sido y sigue siendo el más utilizado para valorar la calidad de 

un eyaculado o de una dosis seminal.  El movimiento activo de los espermatozoides 

es imprescindible para la colonización del oviducto durante la fase de transporte 

sostenido en el tracto genital de la hembra, y para que tenga lugar la fecundación.  

Además, la movilidad es una manifestación de la integridad de la célula.  Un 

eyaculado con un porcentaje bajo de espermatozoides móviles, automáticamente 

será descartado para su conservación (den Daas 1992; Holt y Van Look 2004).  La 

evaluación de la movilidad ha presentado un grado de subjetividad, debido a una 

estimación visual del porcentaje de espermatozoides móviles totales, que ha 

reducido su potencial como marcador de fertilidad (Walker et al. 1982).  La 

estimación subjetiva de la movilidad se ve afectada por diferentes factores como 

efecto técnico (Gallego et al. 2018; Rijsselaere et al. 2003, 2005; Verstegen et al. 

2002). 
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2.5 Evaluación de la calidad seminal 

La IA ha demostrado ser la tecnología reproductiva que más ha contribuido a 

acelerar el progreso genético de las diferentes especies ganaderas, especialmente 

del ganado vacuno de aptitud láctea; sin embargo, el éxito de esta tecnología 

depende de que el semen utilizado tenga una calidad adecuada (Kathiravan et al. 

2011; Erb et al. 1942).  Uno de los objetivos prioritarios de la industria de la IA ha 

sido la predicción de la capacidad fecundante del semen comercializado; con esta 

finalidad se han desarrollado a lo largo del tiempo diferentes métodos diagnósticos, 

desde la evaluación de la movilidad, concentración y morfología espermática de los 

eyaculados hasta la contrastación de dosis de semen congelado mediante sistemas 

CASA (Mortimer 2000), citometría de flujo (Egeberg et al. 2017) y tests de 

funcionalidad espermática basados en la fecundación in vitro (Talwar y 

Hayatnagarkar 2015).  

Las características seminales están relacionadas con la fertilidad de las 

muestras (Flowers 2009).  Sin embargo, la fertilidad es multifactorial y varios 

factores, como por ejemplo la época, el genotipo, el número de espermatozoides, el 

momento de la inseminación antes de la ovulación y el perfil del plasma seminal de 

cada toro (Vesseur et al. 1996; Flowers 2009) pueden influir en los resultados. 

En cuanto al efecto estacional, aunque el toro no suele considerarse un 

reproductor estacional, también pueden producirse variaciones estacionales de la 

calidad del semen (Ibănescu et al. 2018).  Las variaciones de los parámetros de 

esperma entre los meses de verano e invierno se han atribuido parcialmente a los 

cambios relacionados con la termorregulación escrotal y los mecanismos de 

disipación de calor (Menegassi et al. 2015).  

El estudio de métodos de recolección del semen (Ávalos et al. 2018), 

capacidad de preservación de los medios de dilución (Murphy et al., 2018; Patil et 

al., 2020), producción de dosis seminales (Bompart et al. 2019), número óptimo de 

espermatozoides por dosis (Menegatti Zoca et al. 2020) han permitido estandarizar 

más las técnicas rutinarias de extracción de semen en la especie bovina (Contri et 

al. 2010; Barszcz et al. 2012).  Los sistemas CASA proporcionan  grandes 
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volúmenes de datos respecto de la cinética y movilidad espermática (Holt & Palomo, 

1996; Soler et al., 2017; Valverde et al., 2019) con mayor exactitud y precisión 

respecto de los análisis subjetivos por técnicos de laboratorio (Valverde y Madrigal-

Valverde 2019).  

Los resultados  pueden ser influenciados por una serie de variaciones como el 

tiempo transcurrido desde la eyaculación hasta el análisis (Hahn et al. 2019), 

temperatura del diluyente (Arslan et al., 2019; Murphy et al., 2018), dilución de la 

muestra (Broekhuijse et al. 2011), el tipo de diluyente (Murphy et al., 2018), el 

operario y/u observador (Gallego y Asturiano 2018), el tipo y profundidad de cámara 

de recuento utilizada (Bompart et al., 2018; Hoogewijs et al., 2012; Peng et al., 2015; 

Valverde y Madrigal-Valverde, 2019c; Valverde et al., 2019).  Existen dos tipos de 

cámaras las reutilizables y las desechables, y dos formas básicas de llenado por 

capilaridad y por desplazamiento de gota.  Por carga capilaridad están las de tipo 

reutilizable Neubauer, Bürker, Thoma, ISAS® R2C, y tipo desechables Leja®, 

Microcell®, CellVu®, ISAS® D4C.  Por carga de desplazamiento de gota reutilizables 

Makler®, Spermtrack o desechables porta y cubreobjetos (Soler et al. 2012). 

2.6 Estructura de subpoblaciones espermáticas 

El espermatozoide es una célula dinámica, y sus procesos bioquímicos 

modifican la fisiología de los espermatozoides durante la maduración, la 

eyaculación, el transporte en el tracto genital femenino y la fertilización 

(Chamberland et al. 2001).  Estos cambios fisiológicos se relacionan con el 

movimiento flagelar, por lo que los espermatozoides muestran diferentes patrones 

de movilidad en el epidídimo, plasma seminal, moco cervical y oviducto (Hamamah 

y Gatti 1998; Tash y Bracho 1998).  Las muestras de semen son heterogéneas, lo 

que implica que los espermatozoides con diferentes valores de movilidad coexisten 

en el mismo eyaculado (Chantler et al. 2004; Katz y Davis 1987; Neill y Olds-Clarke 

1987).  Además, la morfología es heterogénea en diferentes niveles según la 

especie, siendo la humana una de las más heterogéneas dentro de los mamíferos 

(Yániz et al. 2015). 
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La visión histórica concibió el eyaculado como un conjunto de células 

"equivalentes" que compiten por llegar al ovocito.  Sin embargo, este enfoque 

conceptual está en contradicción con la heterogeneidad observada.  Para resolver 

esto, con la llegada del siglo XXI y la utilización de los parámetros cuantitativos de 

esperma obtenidos con la tecnología CASA y el análisis multivariado, el paradigma 

cambia a un enfoque de subpoblación (Quintero-Moreno et al. 2003; Quintero-

Moreno et al. 2007; Valle et al. 2013; Valverde et al. 2016). 

Es necesario recordar que el requisito principal para el análisis de 

subpoblaciones es que los sistemas CASA proporcionen datos precisos.  La 

combinación de secuencias de imágenes claramente adquiridas y el procesamiento 

sofisticado de imágenes permite obtener parámetros cinéticos y morfométricos 

confiables de espermatozoides, lo que se traduce en conjuntos de datos mejorados, 

que permiten definir mejor las estructuras de subpoblaciones reales y significativas 

por especies (Martínez-Pastor et al. 2011). 

Incluso con las limitaciones del análisis tecnológico, muchos estudios han 

explorado el uso del análisis de conglomerados para identificar patrones 

subpoblacionales en muestras seminales.  Varios trabajos consideran datos de 

cinética (Ortega-Ferrusola et al. 2009; Soler et al. 2014; Vicente-Fiel et al. 2013; 

Yániz et al. 2015), morfométricos (Aggarwal et al. 2007; Álvarez et al. 2008; Esteso 

et al. 2009; Valverde et al. 2016) o una combinación de ambos (Soler et al. 2017; 

Vásquez et al. 2016). 

Respecto a la movilidad, cada subpoblación puede caracterizarse de acuerdo 

con sus variables cinemáticas promedio.  Por ejemplo, una subpoblación con 

valores de alta velocidad y alta linealidad podría definirse como “rápida, lineal”, 

mientras que otra podría definirse como “lenta, no lineal” (Martínez-Pastor et al. 

2011).  Posteriormente, se pueden calcular las frecuencias de estas 

subpoblaciones, y las variaciones en estas frecuencias se pueden asociar a 

variaciones individuales entre los eyaculados y los machos (Núñez-Martínez et al. 

2006), a la congelación de los espermatozoides (Martinez-Pastor et al. 2005), o a la 

fertilidad del esperma (Quintero-Moreno et al. 2003).  
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

Este trabajo de investigación se llevó a cabo en dos escenarios diferentes 

temporal y espacialmente, según las evaluaciones correspondientes.  En la primera 

fase se utilizó semen fresco y en la segunda fase se analizó el semen congelado – 

descongelado.  

3.1 Experimento en semen fresco 

El estudio se desarrolló en las fincas ganaderas de la Escuela de Agronomía 

del Instituto Tecnológico de Costa Rica (ITCR) Campus Tecnológico Local San 

Carlos, ubicadas en La Vega de Florencia, San Carlos (10°25'20,98" norte; 

84°31'17,57" oeste), con una altura media de 70 msnm y “La Balsa” ubicada en San 

Lorenzo, San Ramón (10°21'8,60” norte, 10°31'17,13” oeste), con una altura media 

de 180 msnm, las cuales pertenecen a la Unidad de Ganado de Carne, del 

Programa de Producción Agropecuaria (PPA) de la Escuela de Agronomía del ITCR.  

En ambas fincas, la precipitación y humedad relativa anual media fue de 3400 mm 

y 85 % respectivamente.  El periodo de estudio se llevó a cabo de septiembre a 

diciembre del 2019. 

Las fincas cuentan con un hato libre de brucelosis y tuberculosis y con 

certificado veterinario de operación (CVO) al día, mantienen un control sanitario, de 

vacunaciones y desparasitaciones internas y externas y se llevan registros 

genealógicos y productivos de los animales. 

3.1.1 Descripción y manejo de los animales 

Se utilizaron diez animales del hato Brahman puro (Figura 4) de la unidad 

productiva de carne del ITCR.  La edad media de los animales fue de 3,6 ± 1,6 años 

y se encontraban aptos reproductivamente.  Se consideró previamente un descanso 

sexual de los animales de dos meses antes de obtener eyaculados.  El manejo 

nutricional y sanitario fue el mismo para todos los animales, en un área de 18 ha 

donde se estableció un sistema rotacional de 7 apartos, con 6 días de ocupación y 

42 días de descanso, con pasto Ratana (Ischaemum indicum) y Mombaza (Panicum 

máximum), los animales estuvieron en pastoreo sin restricciones de acceso a 

consumo de forraje y se les suministró sal, minerales (Matsuda Top Line Cría) y 
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agua ad libitum mediante abrevaderos.  El manejo sanitario de los animales fue con 

desparasitante externo Dectomax (e.g. Doramectina), vitaminas hidrosolubles 

(Catosal). 

3.1.2 Evaluación física general de los animales 

Se realizó un diagnóstico clínico general del estado de los animales, y se 

observaron características de la condición corporal y aspectos anatómicos como la 

circunferencia escrotal, condición de aplomos y pezuñas, coloración de las mucosas 

y particularidades de cada animal (edad, progenitores, grupo racial, entre otros) ver 

Figura 4. 

Figura 4. Inmovilización de los toros reproductores (Brahman) mediante una prensa 

mecánica para la evaluación andrológica y electroeyaculación, en San Lorenzo, San 

Ramón, 2019. 

3.1.3 Análisis andrológico 

Se realizó una valoración andrológica inicial de cada toro por un médico 

veterinario mediante el uso de una prensa de inmovilización animal.  Con esta 

valoración se tomaron datos de la evaluación física general, se evaluó la condición 

de los órganos reproductivos externos, como los testículos, escroto, prepucio, y el 

pene de los animales.  En el caso de los testículos, se valoró la movilidad dentro de 

la bolsa escrotal, temperatura (palpable), simetría, consistencia, circunferencia 
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escrotal (por medio de una cinta especializada; (Figura 5) y simetría testicular.  El 

cordón espermático y epidídimo fueron valorados por palpación directa.  

Figura 5. Medición de la circunferencia escrotal (cm) mediante cinta métrica, en La 

Vega de Florencia, 2019. 

Se evaluó la presencia/ausencia de adherencias con el prepucio, frénulo 

persistente, o patologías asociadas en el pene.  Además, se recortaron los pelos de 

la zona prepucial manteniendo dos cm de pelo para protección, y se limpió la zona 

con papel toalla no espermaticida. 

El semen se colectó por el método de electro-eyaculación (Figura 6).  El 

proceso inicia evaluando los órganos reproductores internos introduciendo la mano 

cubierta con un guante, dentro del recto del animal.  Se evacuaron las heces y se 

revisó anatómicamente la próstata, vesiculas y ámpulas considerando la simetría, 

dolor a la palpación, agrandamiento de tamaño o presencia de alguna anomalia, 

seguidamente se procedió con un masaje prostático durante 60-120 segundos para 

intensificar la respuesta sexual y provocar relajamiento del esfínter anal antes de 

introducir la sonda-electrodo.  
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Figura 6. Recoleccion de semen por el método de electroeyaculación, en La Vega 

de Florencia, 2019. 

Al ser introducida la sonda-electrodo, cuyas dimensiones fueron de 40 cm de 

largo y 6,35 cm de diámetro, se aplicaron estímulos de 40 ciclos durante dos 

segundos, de forma automática, sin embargo, cuando no se obtuvo respuesta por 

parte del animal ni exposición del pene, se procedió a realizar ciclos manuales con 

una duración mayor y de manera ascendente, controlados por un médico veterinario 

que, además, observó el comportamiento del animal sometido a los voltajes del 

electro-eyaculador, mientras que otra persona fue la responsable de la recolección 

del semen mediante un frasco colector (tubo Falcon® de 10 ml) (Figura 7). 
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Figura 7. Proceso de recolección del semen mediante el método de elecro 

eyaculación.  Nótese la retracción del escroto del animal, en San 

Lorenzo de San Ramón, 2019. 

Cuando el toro expuso el pene erecto, se procedió a hacer una valoración 

anatómica del mismo antes de la recolección del eyaculado.  En los casos en que 

hubo eyaculación sin haber exposición del pene, se recolectó el eyaculado, pero en 

la bitácora de experimentos se registró la observación correspondiente.  Posterior a 

la recolección del eyaculado se procedió a hacer la valoración de las características 

macroscópicas del semen.  

3.1.4 Características macroscópicas del eyaculado  

Se registró el volumen del eyaculado mediante un tubo Falcon® de 10,00 ml ± 

0,25 ml, la concentración espermática (x106 espermatozoides/ml) se evaluó con un 

fotómetro SDM1 calibrado para bovinos, y se agregó con una micropipeta 

Eppendorf® un volumen de 5,000 μL ± 0,005 dentro de una microcubeta de 

valoración. 
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Se registró el color del eyaculado con la clasificación de blanco cremoso, 

lechoso o acuoso (Páez y Corredor 2014; Veloz 2017).  La movilidad masal e 

individual se evaluó mediante un microscopio (microscopio de contraste de fase 

MBL 2000, calefactado a 37 °C, HT 50), en el que se colocó una gota de semen en 

un portaobjetos y se observó subjetivamente el movimiento con un objetivo de 40X.  

La movilidad masal se evaluó mediante la escala de 1-4 (Páez y Corredor 2014), y 

la movilidad individual en porcentaje de 0 a 100 % (Veloz 2017) ver Figura 8. 

Figura 8. Proceso de evaluación macroscópica del eyaculado obtenido de los toros, 

en San Lorenzo de San Ramón, 2019. 

3.1.5 Efecto del medio de dilución y temperatura del diluyente en semen 

fresco 

Cada eyaculado se diluyó en una proporción 1:1 (vol: vol), con tres diluyentes 

comerciales (Cuadro 1) en tubos Falcon® de 10 ml, los cuales fueron identificados 

con los datos del animal (código) y el tipo de diluyente.  

Para la dilución del semen fresco, el diluyente se trabajo en baño maria a dos 

temperaturas 37 °C y 29 °C, además se analizo a temperatura ambiente en finca.  

Posteriormente cada tubo Falcon® de 10 ml, se depositó en una hielera de 

polipropileno, provista de compresas para el mantenimiento de la temperatura. 
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Cuadro 1. Composición química del diluyente Andromed®, Androstar® y Bestville 

Thawing Solution (BTS). 

Andromed® Androstar® BTS 

Fosfolípidos Glucosa Glucosa 
TRIS Citrato de Sodio Citrato de Sodio 

Ácido cítrico EDTA Bicarbonato de Sodio 
Glucosa Bicarbonato de Sodio EDTA 

antioxidantes Espectinomicina Cloruro de Potasio 

EDTA Antioxidante Kanamicina 
Glicerina Gentamicina  

Agua de alta pureza Lincomicina  
Tilosina  

Gentamicina 
Estabilizador de 

membrana 
 

Lincomicina   
Espectromicina   

 

3.1.6 Transporte y mantenimiento de las muestras  

Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Andrología, del Instituto 

Tecnológico de Costa Rica en el Campus Tecnológico Local San Carlos, para su 

análisis.  Cuando las muestras llegaron al laboratorio se desinfectaron para su 

ingreso al mismo.  Se procedió a introducirlas en baño maría para el 

almacenamiento y mantenimiento de las temperaturas (37 °C y 29 °C) y proceder 

con su análisis. 

3.1.7 Equipo de análisis seminal 

Se utilizó un sistema CASA-Mot para caracterizar la movilidad y cinética de los 

eyaculados.  El sistema consistió en una cámara de video Proiser HS640m (Proiser 

R+D, S.L. Valencia, España), con una velocidad de fotogramas de 50 fps (frames 

per second) y una resolución final de 640 x 478 píxeles.  La cámara se conectó a 

un microscopio UB203 (UOP / Proiser R+D, S.L) con un ocular 1X y un objetivo de 

contraste de fase negativa 10x (AN 0,25) y una placa calefactora integrada 

mantenida a 37,0 ± 0,5 °C. La placa calefactora se ajustó a la temperatura de las 

muestras que venían a temperatura ambiente.  
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3.1.8 Preparación de diluciones para análisis   

Las muestras seminales fueron homogenizadas y posteriormente se realizó 

una dilución 1:10 (vol:vol), es decir, una parte de semen con respecto a 10 partes 

de diluyente en cada caso, en tubos Eppendorf de 1,5 ml.  Las muestras se 

colocaron en una placa calefactora a 37 °C y se utilizaron para análisis posteriores. 

3.1.9 Efecto del tiempo de análisis sobre la movilidad del semen fresco 

En este experimento, se evaluó el efecto de la conservación del movimiento 

tras la carga inicial del semen en diferentes tiempos (0, 3, 6, 12 h) para todas las 

variables de cinética de los espermatozoides.  Esto permitió evaluar la conservación 

de los espermatozoides con los diferentes diluyentes en el tiempo.  Las muestras 

se evaluaron 20 segundos después de la carga para evitar el efecto de barrido 

(drifting). 

3.2 Experimento en semen congelado  

3.2.1 Material de evaluación  

Se utilizaron 20 dosis seminales congeladas-descongeladas (dos 

pajuelas/toro) de diez toros provenientes de las siguientes razas: Brahman Rojo, 

Girholando, Nelore, Blonde D´Aquitaine, Speckle Park, Pardo Suizo, Braunvieh, 

Brangus, Holstein y Simmental, con un promedio de edad de 5,7 ± 2,8 años.  El 

proceso de criopreservación utilizado se describe a continuación.  Se recolectó 

semen de toros mediante vagina artificial, bajo un programa de extracción de dos 

eyaculados por semana sin cambios aparentes en la salud animal o la calidad del 

semen durante todo el intervalo de recolección de semen.  Todos los toros fueron 

utilizados habitualmente para la recolección de semen con fines comerciales.  Los 

toros estaban en un programa de recolección regular, habían pasado una 

evaluación estándar de solidez reproductiva y habían producido esperma con 

características aceptables después de la descongelación.  

Las pajillas congeladas fueron importadas en Avance Genético S.A. (Zapote, 

Costa Rica).  Dentro de los cinco a diez minutos después de la recolección, se 

evaluó el volumen de las muestras de semen mediante un tubo cónico graduado a 

0,1 ml, movilidad bruta colocando 20 µL de semen fresco en un portaobjetos 
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precalentado a 37 °C, concentración mediante un fotómetro bovino Accucell (IMV, 

L 'Aigle, Francia) a una longitud de onda de 530 nm.  El semen crudo se diluyó con 

un diluyente de yema de huevo Tris-citric y dos diluyentes de yema de huevo 

comerciales (Optidyl®-IMV, L'Aigle, Francia; Triladyl®, Minitube, Tiefenbach - 

Alemania) hasta una concentración final de espermatozoides vivos de 25 x 106 

células /pajilla.  El semen diluido se enfrió lentamente a 4 °C a una velocidad lineal 

de -0,3 °C min-1 en un refrigerador.  Después de enfriar el semen, se produjo el 

equilibrio durante cuatro a cinco minutos a la misma temperatura. 

El semen se empaquetó en pajuelas de 0,25 ml, que se sellaron mediante una 

máquina de llenado y sellado automático (MRS 1, IMV Technologies, L'Aigle, 

Francia) y se congelaron en un congelador programable, Digitcool 5300 (IMV, 

L'Aigle, Francia) con la siguiente curva: 4 °C a −10 °C a 5 °C min− 1, −10 °C a −100 

°C a 40 °C min−1, −110 °C a −140 °C a 20 °C min-1, y luego sumergido en nitrógeno 

líquido para el almacenamiento. 

Las configuraciones técnicas de análisis para el microscopio y sistema CASA-

Mot fueron las mismas que en el caso del semen fresco.  Todos los análisis fueron 

llevados a cabo en el Laboratorio de Andrología de la Escuela de Agronomía en el 

Campus Tecnológico Local San Carlos, ITCR.  

3.2.2 Descongelamiento del semen  

Todas las muestras de semen se descongelaron con el protocolo descrito por 

Rastegarnia et al. (2013) y Palomino (2019).  Para la extracción de las pajuelas del 

termo de nitrógeno líquido se llevó la canasta hasta un nivel aproximado de 5 cm de 

la base del tanque.  Cada cañuela se localizó doblando la lámina de identificación 

en ángulo de 45 ° y con pizas se retiró la pajuela a tiempo que se agitaba levemente 

durante 5 s antes de sumergirla en baño maría a 37 °C durante 30 s.  Posterior al 

secado de las pajuelas, el contenido fue dispuesto en tubos eppendorf de 1,5 ml.  

Antes de cada análisis, se realizó una dilución 1:5 (vol:vol) en medio Bestville 

Thawing Solution (BTS comercial, Minitube´s), descrito por Pursel & Johnson (1975) 

y cuya composición se muestra en el Cuadro 2. 
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Cuadro 2. Composición química del medio Bestville Thawing Solution (BTS). 

Componente  nM 

Glucosa (G-6152, Sigma Aldrich) 205,00 

Citrato de Sodio (G-4641, Sigma Aldrich) 20,40 

Bicarbonato de Sodio (G-5761, Sigma Aldrich) 15,00 

EDTA1 (ED-2SS, Sigma Aldrich) 3,60 

Cloruro de Potasio (P-3911, Sigma Aldrich) 10,00 

Kanamicina (K-4000, Sigma Aldrich) 0,07 

pH: 7,2-7,4; Osmolaridad: 290±5 mOsm/kg 1 Ácido etilendiaminotetraacético por sus siglas en inglés 
(Ethylenediaminetetraacetic acid)  

Fuente: Adaptado de (Valverde, 2011). 
 

3.2.3 Evaluación de cinética y movilidad espermática 

Para el análisis de movilidad y cinética se utilizó el sistema CASA-Mot ISAS® 

v1 (Proiser R+D, S.L. Valencia, España).  Se utilizaron cámaras de recuento 

espermático desechables a diferentes profundidades (µm): ISAS®D4C10, 

ISAS®D4C16 e ISAS®D4C20 (Proiser R+D S.L.) (Figura 9) y una cámara de 

recuento reutilizable: Spermtrack® con una altura entre base y portaobjetos de 20 

µm.  Se utilizaron tres diluyentes comerciales y cuatro tiempos diferentes de análisis 

a las cero, tres, seis y doce horas.  
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Figura 9. Cámaras desechables ISAS D4C® (10, 16 y 20 µm) y cámara reutilizable 

Spermtrack® de 20 µm. 

Después de homogenizar las muestras, se agregó un volumen de semen de 

2,7 μL con una micropipeta dispuesta en un ángulo de 45°.  El llenado de las 

cámaras de recuento fue por capilaridad y se consideró un tiempo de 20 s para la 

distribución uniforme del semen dentro de la cámara y evitar el movimiento pasivo 

(drifting).  La cámara de video fue Proiser HS640m (Proiser R + D), con una 

frecuencia de captura de 50 imágenes por segundo (frame per second, fps) y una 

resolución final de 640 x 478 píxeles.  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 °C ±0,5.  

El resto de la configuración del equipo fue la que venía indicada por defecto del 

fabricante para el análisis de muestras de bovino.  Tanto las imágenes como los 

datos se guardaron para su posterior reevaluación.  Se aleatorizó el orden en que 

se hicieron los análisis, para evitar que influyera de forma constante en los 

resultados obtenidos.  En cada cámara de recuento se capturaron 7 campos de 

análisis y este procedimiento se realizó para el ensayo del efecto de los tiempos de 

análisis sobre la y diluyentes seminales.  

Las variables cinéticas que se consideraron en este estudio se encuentran en 

el Cuadro 3.  Además, se evaluó el porcentaje del total de células móviles; y la 

movilidad progresiva (%), correspondiente a los espermatozoides que se mueven 

rápidamente en línea recta, (STR ≥45%; VAP ≥25 µm·s-1).  Se calcularon tres 



 
 

27 
 

relaciones de progresión, expresadas como porcentajes, a partir de las medidas de 

velocidad descritas anteriormente: linealidad de la progresión hacia adelante LIN = 

(VSL/VCL) *100, índice de rectitud STR = (VSL/VAP) *100 y oscilación de la 

trayectoria del espermatozoide WOB = (VAP/VCL) *100 (Cuadro 3). 
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Cuadro 3. Variables de cinética espermática obtenidas con un sistema CASA-Mot 

.  

Variable Unidades Nombre completo 

VCL µm·s-1 Velocidad curvilínea 

VSL µm·s-1 Velocidad lineal o rectilínea 

VAP µm·s-1 Velocidad promedio de la trayectoria 

LIN % Linealidad de la progresión (VSL/VCL) 

STR % Índice de rectitud (VSL/VAP) 

WOB % Oscilación de la trayectoria (VAP/VCL) 

ALH µm Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza 

BCF Hz Frecuencia de batido de la cola 

 

3.3 Análisis estadístico  

Se determinaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad mediante 

las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene para los datos obtenidos del análisis CASA-

Mot de todas las células analizadas.  Además, se utilizó papel probabilístico normal 

para evaluar la distribución normal. 

3.3.1 Análisis multivariado 

Se realizaron procedimientos de agrupamiento para identificar subpoblaciones 

de esperma del conjunto de datos de movilidad espermática.  Todos los valores 

para las variables cinéticas se estandarizaron para evitar cualquier efecto de escala.  

El primer proceso consistió en realizar un análisis de componentes principales 

(PCA) o análisis factorial de todos los datos para obtener un menor número de 

combinaciones lineales (PC) que aún conservaran la mayor cantidad de información 

posible 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 sólo aquellos con un valor propio (eingenvalue; 

varianza extraída de cada PC> 1).  Además, se realizó la prueba de esfericidad de 
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Bartlett y la prueba 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 consistió en realizar un análisis no jerárquico con el modelo de 

k-medias (k-means) que utiliza distancias euclidianas de las variables cuantitativas 

después de la estandarización de los datos, por lo que los centros de agrupación 

fueron las medias de las observaciones asignadas a cada agrupación (Kaufman y 

Rousseeuw 2005).  El análisis multivariado de grupos de k-medias se realizó para 

clasificar los espermatozoides en un número reducido de subpoblaciones (clusters 

o grupos) de acuerdo con sus variables cinéticas.  En el proceso final, para 

determinar el número óptimo de grupos, los centroides finales se agruparon 

jerárquicamente utilizando el método Ward (Murtagh y Legendre 2014).  Por lo tanto, 

el procedimiento de agrupamiento permite la identificación de subpoblaciones de 

esperma porque cada grupo contribuyó a un grupo final formado por los 

espermatozoides unidos a los centroides.  Se realizó un análisis de la varianza 

(ANOVA) para evaluar las diferencias estadísticas en las distribuciones de 

observaciones (espermatozoides individuales) dentro de las subpoblaciones y luego 

se utilizó un procedimiento de modelos lineales generalizados (GLM) para 

determinar los efectos de la temperatura de análisis del semen, medio de dilución y 

cámara de recuento sobre las variables cinéticas medias que definían las diferentes 

subpoblaciones de espermatozoides.  Las diferencias entre medias se analizaron 

mediante la prueba de Bonferroni.  Los resultados se presentan como media ± error 

estándar de la media (EE).  La significación estadística se consideró en P <0,05.  

Todos los datos se analizaron utilizando el paquete IBM SPSS, versión 23.0 para 

Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.).  

3.3.2 Análisis bayesiano 

Las diferencias en los patrones cinemáticos de los espermatozoides se 

estimaron con un modelo que incluyó el efecto del diluyente y de especie como un 

efecto permanente.  El macho se incluyó como un efecto aleatorio.  Todos los 

análisis se realizaron utilizando la metodología bayesiana.  La media posterior de la 

diferencia entre los diluyentes (D), la región de mayor densidad posterior al 95% 

(HPD95%) y la probabilidad de que la diferencia sea positiva cuando D> 0 o negativa 
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cuando D < 0 (P0) fueron caculadas.  Se utilizaron planos a priori para todos los 

efectos.  Los residuos se distribuyeron a priori siguiendo una función de distribución 

normal con media 0 y varianza σ2
e.  Se consideró un tercio de la desviación estándar 

de cada variable como valor relevante (R), y se estimó la probabilidad de relevancia 

(PR; es decir, la probabilidad de que la diferencia sea mayor que R cuando D> 0 o 

menor que R cuando D <0).  Los a priori de las varianzas también fueron planos.  

Las características de las distribuciones posteriores marginales para todas las 

incógnitas se estimaron mediante el muestreo de Gibbs.  La convergencia se probó 

usando el criterio Z de Geweke (Sorensen y Gianola 2002) y los errores de muestreo 

de Monte Carlo se calcularon usando los procedimientos de series de tiempo 

descritos por (Geyer 1992).  El programa Rabbit, desarrollado por el Instituto de 

Ciencia y Tecnología Animal (Valencia, España), se utilizó para todos los 

procedimientos. 
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La predicción de la fertilidad de los toros mediante el análisis del eyaculado 

bovino debe considerar  la complejidad constitutiva de las células espermáticas 

(Quintero-Moreno et al. 2017).  La evaluación reproductiva y seminal de un toro, es 

fundamental como estimador de la capacidad potencial reproductiva de un macho 

(Quintero-Moreno et al. 2017) y por consiguiente el éxito de un programa 

reproductivo.  Algunos estudios han demostrado que hasta el 30 % de los toros son 

infértiles o poco fértiles (Páez y Corredor 2014) 

4.1 Experimentos en semen fresco 

Existen factores que condicionan el análisis del semen como el tipo de 

diluyente y la temperatura de dilución de las muestras (Büyükleblebici et al. 2014, 

Awad 2011), el tipo y profundidad de la cámara de recuento (Del Gallego et al. 2017; 

Gloria et al. 2013; Soler et al. 2012; Valverde y Madrigal-Valverde 2018), la tasa de 

fotogramas o frame rate, (Castellini et al. 2011; Valverde, Madrigal-Valverde, 

Caldeira, et al. 2019), el tiempo de captura de video (Boryshpolets et al. 2013; 

Valverde, Madrigal-Valverde, Lotz, et al. 2019) y el tiempo de análisis (Bompart et 

al. 2019).  Los factores externos que pueden condicionar los resultados obtenidos 

con los sistemas CASA deben conocerse para minimizar la variación que podrían 

introducir en los análisis seminales (Mortimer, Van Der Horst, y Mortimer 2015; 

Núñez-Martínez, Moran, y Peña 2006; Yániz et al. 2018) 

4.1.1 Efecto del tipo de cámara de recuento y el tiempo de análisis tras la 

carga inicial del semen sobre los parámetros cinéticos 

Los resultados muestran para las variables de cinética los mejores valores de 

velocidad para la cámara Spermtrack®, con excepción de la variable VSL (19,09 ± 

0,72 µm·s-1).  Las cámaras ISAS® D4C 10, 16, y 20 mostraron los valores más altos 

en la progresividad; para la ondulación la variable ALH (2,27 ± 0,05 µm) fue mayor 

en la cámara Spermtrack®, para los valores de BCF fueron mayores en las cámaras 

ISAS®.  Las cámaras D4C10 y D4C20, tuvieron datos intermedios y muy similares 

entre sí (Cuadro 4). 



 
 

32 
 

Cuadro 4. Variables de cinética espermática (media ± EE) en semen fresco de toros 

Brahman medidas en diferentes cámaras de recuento, ITCR San Carlos, 

2019. 

  Cámara 

 Variable 
ISAS® 
D4C10 

ISAS® 

D4C16 
ISAS® D4C20 Spermtrack® 

n / % 1292/21,53 1288/21,47 1890/31,5 1530/25,5 

VCL 41,33 ± 1,11a 46,04 ± 1,16b 47,92 ± 1,24b 51,27 ± 1,28c 

VSL 19,57 ± 0,63a 22,03 ± 0,65b 19,51 ± 0,70a 19,09 ± 0,72a 

VAP 23,77 ± 0,62a 27,22 ± 0,65b 24,48 ± 0,69a 26,56 ± 0,71b 

LIN 47,73 ± 0,93a 50,42 ± 0,97b 47,89 ± 1,03a 42,82 ± 1,07c 

STR 78,81 ± 0,97a 78,48 ± 1,01a 77,76 ± 1,08a 72,65 ± 1,12b 

WOB 57,55 ± 0,69a 60,09 ± 0,71b 59,00 ± 0,76ab 55,71 ± 0,79c 

ALH 1,77 ± 0,05a 1,92 ± 0,05b 1,87 ± 0,05ab 2,27 ± 0,05c 

BCF 7,81 ± 0,16a 7,90 ± 0,17a 7,38 ± 0,18b 6,78 ± 0,18c 
n / %= número de espermatozoides y porcentaje que representa cada cámara de recuento; VCL = 
velocidad curvilínea (µm · s-1); VSL = velocidad rectilínea (µm · s-1); VAP = velocidad promedio de la 

trayectoria (µm · s-1); LIN = linealidad de la progresión (%); STR = índice de rectitud (%); WOB = 
oscilación de la trayectoria (%); ALH = amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (µm); BCF 
= frecuencia de entrecruzamiento (Hz). EE = error estándar de la media. a-c Letras diferentes indican 

diferencias entre las cámaras de recuento espermático. P <0,05. 

 

Al evaluar el efecto del tipo de cámara de recuento, la velocidad curvilínea en 

las cámaras desechables fue inferior que en la cámara reutilizable o Spermtrack®.  

La velocidad rectilínea y promedio no presentaron un patrón característico al 

analizar el efecto del tipo de cámara.  Se ha descrito que al aumentar la profundidad 

de la cámara de recuento se incrementa la velocidad curvilínea de las células (Gloria 

et al. 2013; Valverde y Madrigal-Valverde 2019a).  Este efecto coincide con lo 

observado en este trabajo para la cámara de ISAS® D4C 10 y 20 μm, pero no para 

ISAS® D4C16 μm (P > 0,05) aunque la tendencia es que se incremente con la altura 

de la cámara.  La variación en los resultados podría explicarse por la forma en que 

se incorpora la muestra de semen en la cámara de recuento, ya que el 

desplazamiento por capilaridad a una mayor altura podría proporcionar una mejor 

condición física de espacio para el desplazamiento celular que a alturas de cámara 

menores (Contri et al. 2010) y con una cámara de tipo de carga de desplazamiento 

de gota obtuvieron muestras con mayor velocidad, pero menor progresividad que 

con una cámara de carga capilar (Contri et al. 2010).  La ondulación de las células 

dada por la ALH fue significativamente mayor en la cámara por carga de 
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desplazamiento de la gota (Spermtrack®) que en las cámaras desechables cuyo 

principio es el avance del semen por capilaridad.  Otros autores han descrito 

resultados similares en cámaras de recuento reutilizables y desechables con 

diferencias significativas entre éstas (Gloria et al. 2013).  La frecuencia de 

entrecruzamiento (BCF) mostró diferencias entre los tipos de cámaras; sin embargo, 

la Spermtrack® presentó los valores menores (6,78 ± 0,18 Hz).  Este valor menor 

respecto de las cámaras de recuento ISAS® D4C podría explicarse debido a la 

tensión superficial en el perímetro entre porta y cubreobjetos ya que los 

espermatozoides con pérdida de la integridad de sus membranas pueden fluir por 

movimiento Browniano por la cámara de recuento sobreestima las variables 

cinéticas de los espermatozoides (Lenz et al. 2011).  Otros autores han descrito que 

no se presentan diferencias significativas entre alturas de cámaras desechables, 

pero si en las reusables, por lo que suguieren evaluar el efecto del tipo de carga de 

la cámara que se va a utilizar para cada especie (Soler et al. 2012).  Además, 

algunos autores, han demostrado que el efecto de SegreSilberberg (Segré y 

Silberberg 1962) regula la distribución de los espermatozoides en el medio de 

suspensión (Douglas-Hamilton et al. 2005), ya que durante el flujo de Poiseuille 

pueden presentarse diferentes capas en donde varían las velocidades de 

desplazamiento, y éstas son causadas por la inercia del fluido en movimiento (Segré 

y Silberberg 1962), lo que  podría generar una discrepancia entre resultados según 

la altura y/o profundidad de la cámara de recuento de carga capilar.  Este efecto en 

la cámara de ISAS® D4C 10 µm genera una presión mayor que en la de ISAS® D4C 

16 y 20 µm, donde se presenta una mejor distribución y menor arrastre de 

espermatozoides en las cámaras más profundas. 

Para el análisis de tiempos, la velocidad conformada por VCL, VSL y VAP, 

mostraron diferencias significativas en los cuatro tiempos de análisis.  Además, se 

obtuvieron los mayores resultados en todas las variables en el tiempo de análisis 0 

h, con excepción en la variable de STR donde se obtuvieron mejores índices en los 

tiempos 3, 6 y 12 h.  Además, se observa un incremento en la muerte celular 

conforme aumenta el tiempo entre la extracción y el análisis seminal (Cuadro 5). 
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Cuadro 5. Efecto de la durabilidad de la muestra sobre variables de cinética 

espermática (media ± EE) en semen fresco de toros Brahman, ITCR San 

Carlos, 2019 

. 

  
Tiempo de análisis tras la carga inicial de la cámara de recuento 

(h) 

Variable  0 3 6 12 

n / % 3075/51,25 2284/38,07 492/8,2 149/2,48 

VCL 56,75 ± 0,59a  47,61 ± 0,72b  41,46 ± 1,31c  31,89 ± 2,53d  

VSL 24,79 ± 0,33a  21,40 ± 0,41b  17,53 ± 0,74c  13,45 ± 1,42d  

VAP 31,55 ± 0,33a  26,65 ± 0,40b  22,08 ± 0,73c  17,31 ± 1,41d  

LIN 51,70 ± 0,49a  47,37 ± 0,60b  45,63 ± 1,09b  43,25 ± 2,10b  

STR 75,68 ± 0,52a  78,01 ± 0,63b  78,95 ± 1,14b  76,23 ± 2,20ab  

WOB 62,91 ± 0,36a  57,89 ± 0,44b  55,45 ± 0,81b  54,68 ± 1,56b  

ALH 2,10 ± 0,02a  2,04 ± 0,03a  1,82 ± 0,05b  1,63 ± 0,10b  

BCF 7,79 ± 0,08a  8,36 ± 0,10b  7,62 ± 0,19a  5,46 ± 0,36c  
n / %= número de espermatozoides y porcentaje que representa cada tiempo de análisis; VCL = 

velocidad curvilínea (µm · s-1); VSL = velocidad rectilínea (µm · s-1); VAP = velocidad promedio de la 
trayectoria (µm · s-1); LIN = linealidad de la progresión (%); STR = índice de rectitud (%); WOB = 
oscilación de la trayectoria (%); ALH = amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (µm); BCF 

= frecuencia de entrecruzamiento (Hz). EE = error estándar de la media. a-d Letras diferentes indican 
diferencias entre los tiempos de análisis tras la carga inicial de la cámara de recuento espermático. 

P <0,05.  

 

Cuando se estudia el efecto de la conservación del movimiento tras la carga 

inicial del semen conforme transcurre el tiempo, la muestra seminal pierde movilidad 

en general.  Esto es debido a que los medios de dilución aportan nutrientes a los 

espermatozoides, pero esos nutrientes son utilizados por las células que agotan las 

reservas.  Cuando las muestras se recolectan, los análisis seminales deben llevarse 

a cabo rápidamente en el laboratorio para obtener la movilidad real de la muestra 

(Ávalos et al. 2018).  La conservación del movimiento espermático ha sido estudiada 

en otras especies como el ciervo  (Hahn et al. 2019).  En estudios en bovino, los 

resultados indicados por Murphy et al. (2016) son coincidentes con el presente 

estudio donde la durabilidad de las muestras en el tiempo se disminuye y se observa 

una muerte prolongada de espermatozoides y una disminución en la movilidad de 

éstos.  Independientemente de los factores de dilución, temperatura, 

almacenamiento, o tipo de diluyente utilizado, la movilidad de los espermatozoides 
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en el semen fresco se disminuye a medida que aumenta la duración del 

almacenamiento (O’Hara et al. 2010). 

4.1.2 Efecto del tipo de diluyente y temperatura de dilución del semen sobre 

las variables cinéticas 

La dilución con diferentes diluyentes mostró diferencias significativas en la 

progresividad, representado por las variables de LIN, STR y WOB, además de dos 

variables más VCL (velocidad) y ALH (ondulación), donde el diluyente Androstar® 

muestra los valores más altos para estas variables, exceptuando la VCL y ALH que 

el valor más alto lo obtuvo Andromed® (Cuadro 6). 

Cuadro 6. Variables de cinética espermática (media ± EE) en semen fresco de toros 

Brahman diluido con tres diluyentes comerciales, ITCR San Carlos, 2019. 

      Diluyente 

Variable Androstar® BTS Andromed® 

n / % 2317/38,62 1897/31,62 1786/29,77 

VCL 40,87 ± 0,81a 44,34 ± 0,92b 54,24 ± 0,95c 

VSL 22,07 ± 0,45a 21,80 ± 0,52a 16,14 ± 0,54b 

VAP 25,23 ± 0,45a 26,45 ± 0,51b 24,55 ± 0,53a 

LIN 56,22 ± 0,67a 52,00 ± 0,77b 32,96 ± 0,79c 

STR 82,32 ± 0,70a 79,59 ± 0,80b 69,03 ± 0,83c 

WOB 64,74 ± 0,50a 62,33 ± 0,57b 46,52 ± 0,59c 

ALH 1,61 ± 0,03a 1,79 ± 0,04b 2,45 ± 0,04c 

BCF 7,37 ± 0,12a 7,53 ± 0,13ab 7,70 ± 0,14b 
n / %= número de espermatozoides y porcentaje que representa cada diluyente; VCL = velocidad 
curvilínea (µm · s-1); VSL = velocidad rectilínea (µm · s-1); VAP = velocidad promedio de la trayectoria 
(µm · s-1); LIN = linealidad de la progresión (%); STR = índice de rectitud (%); WOB = oscilación de 

la trayectoria (%); ALH = amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (µm); BCF = frecuencia 
de entrecruzamiento (Hz). BTS= Belstville Thawing Solution. EE = error estándar de la media. a-c 

Letras diferentes indican diferencias entre los diluyentes comerciales. P <0,05. 

 

El diluyente debe conservar las características del eyaculado durante el 

periodo de almacenamiento (Carballo et al. 2009).  La dilución de las muestras es 

necesaria para obtener la concentración espermática adecuada para realizar los 

análisis con el sistema CASA-Mot (Farrell et al. 1995; Bompart et al. 2018).  Los 

resultados presentados con el diluyente Andromed®, coinciden con lo descrito por 

(Contri et al. 2010) ya que al utilizar un diluyente hipertónico se podría esperar 

valores mayores de velocidad curvilínea y ondulación y por lo tanto menor 
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progresividad.  Una movilidad no progresiva y una rectitud espermática reducida 

son características de espermatozoides hiperactivados (Hyakutake et al. 2018).  

Esta progresividad, determinada por los valores de linealidad e índice de rectitud 

(STR), disminuye al favorecerse un mayor movimiento circular, sin embargo, in situ 

estas variables podrían cambiar y tender a aumentar porque las paredes 

acanaladas del oviducto limitaría el movimiento circular de los espermatozoides y 

podrían funcionar como una barrera biológica y de selección espermática y 

favorecer el movimiento progresivo lo que podría aumentar el índice de rectitud 

celular y esto se podría correlacionar con la fertilidad (Hyakutake, Mori, y Sato 2018; 

Yániz et al. 2018).  

Hubo un efecto de la temperatura y diluyente respecto a las variables cinéticas 

que mostraron diferencias significativas en los diluyentes Andromed®, Androstar® y 

BTS, sin embargo, con el BTS no hubo diferencias en LIN y ALH entre temperaturas.  

Con respecto al diluyente Andromed® y BTS obtuvieron una mayor velocidad y 

movimiento ondulatorio con la temperatura de 29 °C, y una mayor progresividad con 

la temperatura de 37 °C.  Mientras que con el Androstar® se obtuvo una mayor 

velocidad, progresividad y movimiento ondulatorio con la temperatura de 29 °C 

(Cuadro 7). 
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Cuadro 7. Efecto de la temperatura del diluyente sobre variables de cinética espermática (media ± EE) en semen fresco 

de toros Brahman, ITCR San Carlos, 2019 

.  

 Diluyente 

 Andromed® Androstar® BTS 

Variable 37 °C 29 °C 37 °C 29 °C 37 °C 29°C 

VCL 44,94 ± 1,61a 62,68 ± 0,85b 45,29 ± 0,76a 49,24 ± 0,78b 43,33 ± 0,92a 57,51 ± 0,83b 

VSL 15,22 ± 0,56a 18,79 ± 0,30b 21,14 ± 0,51a 29,79 ± 0,52b 21,56 ± 0,59a 27,39 ± 0,53b 

VAP 20,67 ± 0,70a 28,76 ± 0,37b 26,58 ± 0,47a 32,71 ± 0,48b 26,90 ± 0,59a 34,22 ± 0,53b 

LIN 38,16 ± 0,90a 34,22 ± 0,48b 49,09 ± 0,71a 65,84 ± 0,72b 51,60 ± 0,86a 51,58 ± 0,78a 

STR 74,22 ± 1,22a 67,27 ± 0,64b 74,29 ± 0,65a 87,33 ± 0,67b 75,18 ± 0,85a 78,23 ± 0,77b 

WOB 49,96 ± 0,63a 47,26 ± 0,33b 62,12 ± 0,54a 72,20 ± 0,55b 64,63 ± 0,62a 62,83 ± 0,56b 

ALH 2,08 ± 0,07a 2,69 ± 0,04b 2,11 ± 0,03a 1,50 ± 0,03b 2,00 ± 0,04a 2,06 ± 0,03a 

BCF 7,61 ± 0,20a 8,24 ± 0,11b 6,08 ± 0,12a 9,08 ± 0,12b 6,23 ± 0,15a 8,67 ± 0,14b 
VCL = velocidad curvilínea (µm · s-1); VSL = velocidad rectilínea (µm · s-1); VAP = velocidad promedio de la trayectoria (µm · s-1); LIN = linealidad 
de la progresión (%); STR = índice de rectitud (%); WOB = oscilación de la trayectoria (%); ALH = amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza 

(µm); BCF = frecuencia de entrecruzamiento (Hz). BTS= Belstville Thawing Solution. EE = error estándar de la media. a-b Letras diferentes indican 
diferencias entre las temperaturas del diluyente del semen. P <0,05.
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Se ha descrito que la temperatura óptima para evaluación del semen bovino 

debe ser 37 °C, sin embargo, al profundizar el efecto de la temperatura de análisis 

del semen fresco bovino, las temperaturas de 37 °C respecto de temperaturas 

menores (29 °C), provocaron una menor velocidad celular, pero, la linealidad y 

progresividad de los espermatozoides se favoreció a temperaturas más elevadas 

(37 °C).  Resultados similares fueron descritos en ciervo (Hahn et al. 2019), y en 

humano (Thijssen et al. 2014), donde compararon el semen a dos temperaturas de 

análisis (23 °C y 35 °C).  Otros trabajos han descrito que la temperatura de 

almacenamiento no tiene ningún efecto sobre la integridad de las membranas, y que 

la temperatura ambiente favorece movilidad de los espermatozoides (Murphy et al. 

2016), lo que es concomitante con lo encontrado en el presente trabajo.  Además, 

es posible que a temperaturas superiores a 30 °C, la célula incremente su 

metabolismo y favorezca un mayor gasto energético al disminuir las reservas de 

ATP lo que podría afectar negativamente la movilidad de los espermatozoides 

(Storey 2008). 

4.2 Experimentos en semen congelado 

La criopreservación se usa con frecuencia en la producción animal y existen 

varias fuentes de variación en el éxito de la supervivencia del semen durante este 

procedimiento (Watson 2000).  Aunque es bien sabido que la fertilidad del padre 

está relacionada con la movilidad de los espermatozoides y los patrones 

cinemáticos (Yániz et al. 2018), los efectos de la calidad del semen en la eficiencia 

reproductiva en el ganado aún no se comprenden por completo (Rodríguez-

Martínez 2003).  Existe una variación individual en la congelación del semen y dicha 

variación puede explicarse, al menos en parte, por los patrones de subpoblaciones 

(SP) de espermatozoides móviles en la eyaculación (Davis et al. 1995). 

4.2.1 Analisis de movilidad espermática  

La movilidad total media (%) (± EE) de muestras criopreservadas en los 

diferentes diluyentes fue 51,50 ± 8,38 (OptiXcell®), 53,83 ± 3,78 (Triladyl®) y 58,38 

± 4,63 (Tris-EY) con un rango general de 18 - 79%.  La movilidad progresiva de los 

espermatozoides (%) para OptiXcell®, Triladyl® y Tris-EY fue, respectivamente, 
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36,33 ± 6,81, 40,83 ± 2,44 y 37,75 ± 4,39.  La movilidad total promedio (%, media ± 

EE) para los toros Bos taurus y Bos indicus fue 58,33 ± 3,05 y 49,88 ± 6,45, 

respectivamente.  La movilidad progresiva (%) para las dos especies fue 41,92 ± 

2,09 (Bos taurus) y 32,75 ± 5,56 (Bos indicus). 

4.2.2 Estructura subpoblacional 

Después del análisis de conglomerados multivariados (modelo de k-medias), 

se identificaron cuatro subpoblaciones (SP) de espermatozoides móviles con 

diferentes patrones cinemáticos.  Los datos resumidos para la cinemática de las 

subpoblaciones se presentan en el Cuadro 8.  Se pueden resumir de la siguiente 

manera: la subpoblación 1 (SP1) incluía esperma con velocidad media (valores 

intermedios de VCL, VSL y VAP) y movilidad lineal y progresiva (inferida del LIN 

intermedio y valores STR).  Esta población incluía el 20,02 % del total de 

espermatozoides móviles.  La subpoblación 2 (SP2) contenía esperma activo, 

rápido, lineal y progresivo, como lo indica el mayor valor de VCL, VSL y VAP, junto 

con los valores más altos de LIN y STR, y el valor intermedio de BCF.  Además, el 

valor de ALH fue el más bajo visto en todas las subpoblaciones, lo que indica un 

movimiento con pocas características ondulatorias.  Alrededor del 28,29 % del total 

de espermatozoides móviles fueron asignados a esta subpoblación.  La 

subpoblación 3 (SP3) incluía el 19,14 % del esperma total y estaba representada 

por espermatozoides móviles lentos con la velocidad más baja pero no ondulatoria 

según lo revelado por los valores de VAP, VCL, VSL y BCF.  Esta población tenía 

una movilidad progresiva menor que las otras subpoblaciones según lo indicado por 

los valores de LIN y ALH.  La subpoblación 4 (SP4) contenía el 32,54 % de la 

población total de espermatozoides móviles, y estas células tenían la movilidad más 

alta y la movilidad progresiva, pero los movimientos eran ondulantes, como lo 

indican los altos valores de VCL, ALH y BCF, junto con el valor más altos de  WOB 

(Cuadro 8). 

  



 
 

40 
 

Cuadro 8. Variables cinemáticas (media ± EE) de las cuatro subpoblaciones (SP) 

de |espermatozoides definidas en muestras de semen de toro 60 

minutos después de la descongelación, ITCR San Carlos, 2019. 

Variable SP1 SP2 SP3 SP4 

n (%) 1300 (20,02) 1837 (28,29) 1243 (19,14) 2113 (32,54) 

VCL 120,93±1,21a 140,10±1,02b 108,41±1,23c 141,78±0,95b 

VSL 77,30±1,12a 118,29±0,94b 52,60±1,14c 105,79±0,87d 

VAP 86,97±1,01a 120,03±0,85b 67,37±1,03c 106,67±0,79d 

LIN 60,90±0,58a 80,80±0,49b 49,56±0,59c 75,39±0,46d 

STR 82,05±0,49a 92,73±0,41b 77,37±0,50c 95,72±0,39d 

WOB 70,36±0,44a 83,75±0,37b 62,42±0,45c 76,87±0,34d 

ALH 3,71±0,04a 3,28±0,03b 3,89±0,04c 3,93±0,03c 

BCF 9,17±0,10a 8,97±0,08a 8,13±0,10b 11,32±0,08c 

n= número de células. SP1: velocidad media y linealidad progresiva; SP2: rápida, linealidad-
progresiva y oscilatoria; SP3: lenta no lineal, no progresiva y no ondulatoria; SP4: rápida lineal -

progresiva y ondulatoria. Número de espermatozoides = 6493. VCL = velocidad curvilínea (µm · s-1); 
VSL = velocidad rectilínea (µm · s-1); VAP = velocidad promedio de la trayectoria (µm · s-1); LIN = 

linealidad de la progresión (%); STR = índice de rectitud (%); WOB = oscilación de la trayectoria (%); 
ALH = amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (µm); BCF = frecuencia de entrecruzamiento 
(Hz). EE = error estándar de la media. a-d Letras diferentes indican diferencias entre las 

subpoblaciones de espermáticas. P <0,05. 

 

La criopreservación puede provocar alteraciones en la calidad del semen 

debido al aumento del estrés oxidativo que a su vez puede generar cambios en la 

movilidad de los espermatozoides y los patrones cinemáticos, fragmentación del 

ADN, alteraciones en el momento de la capacitación o la reacción del acrosoma  

(Walczak-Jedrzejowska et al. 2013).  La evaluación de estos cambios es muy difícil, 

si no imposible, cuando se emplea un análisis clásico de la calidad del semen y, por 

lo tanto, el uso de la tecnología CASA es importante para la mejora de las 

evaluaciones de la calidad del esperma (Mortimer, Mortimer, y Horst 2015; Núñez-

Martínez, Moran, y Peña 2007; Peña et al. 2005; Yániz et al. 2018).  Los sistemas 

CASA-Mot han demostrado una mayor precisión en la evaluación de la movilidad 

en comparación con los métodos subjetivos (Amann y Waberski 2014).  Además, 

estos sistemas proporcionan abundante información sobre muchas variables 

cinemáticas para cada espermatozoide (Martínez-Pastor et al. 2011; Valverde et al. 

2019) que pueden usarse como base para el análisis de la heterogeneidad de las 

poblaciones de espermatozoides.  Sin embargo, una estrategia utilizada por los 

centros de inseminación artificial es compensar el daño a los espermatozoides al 
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aumentar el número de células de esperma móviles en las dosis de inseminación, y 

esto puede enmascarar la relevancia de las subpoblaciones espermáticas. 

En toros, se ha sugerido que las subpoblaciones espermáticas con mayores 

porcentajes de espermatozoides rápidos, pero no lineales parecen tener una mayor 

capacidad de fertilización (Ibanescu et al. 2020).  Otro trabajo indica que los 

movimientos espermáticos rápidos y no lineales son específicos de los 

espermatozoides hiperactivados (Kathiravan et al. 2011).  Los resultados de otros 

estudios sugieren que las subpoblaciones espermáticas que contiene 

espermatozoides rápidos y lineales es el que tiene una mayor probabilidad de 

interacción espermatozoide-ovocito  (Peña et al. 2018).  A pesar de estos intentos 

de vincular la estructura y la función de la subpoblación, incluida la fertilidad de los 

espermatozoides, los abundantes datos proporcionados por los sistemas CASA-Mot 

para procedimientos multivariados, y la subpoblación resultante, aún son 

insuficientes para clasificar una eyaculación en relación con su calidad.  Además, la 

clasificación de las subpoblaciones a través de los procedimientos de agrupación 

clásicos sigue siendo incierta e incluso controvertida.  Esto se relaciona con la 

observación de que los procedimientos multivariados de agrupación encontrarán 

varios patrones cinemáticos en el conjunto de datos, incluso si no hay agrupaciones 

naturales en los datos (Altman y Krzywinski 2017). 

4.2.3 Cinemática espermática dentro de subpoblaciones para diferentes 

diluyentes 

Los resultados del análisis de componentes principales revelaron tres CP en 

todos los diluyentes.  CP1 en OptiXcell®, Triladyl® y Tris-EY se denominó 

"progresividad" y estuvo representado por LIN, STR y WOB.  Los vectores propios 

más grandes correspondían a LIN (OptiXcell®: 0,931; Triladyl®: 0,977) o WOB (Tris-

EY: 0,942).  CP2 mostró un componente de "velocidad", con valores altos para VCL 

y ALH.  El mayor efecto se debió al VCL en todos los diluyentes (OptiXcell®: 0,960; 

Triladyl®: 0,915; Tris-EY: 0,899).  CP3, representado por STR y BCF, fue nombrado 

"movimiento ondulatorio".  Se relaciona principalmente con BCF (OptiXcell®: 0,801; 

Triladyl®: 0,952) o STR (Tris-EY: 0,844).  Estos resultados indican que la 
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progresividad de los espermatozoides tiene un efecto relativamente mayor en la 

varianza total que las otras variables (Cuadro 9). 

Hubo diferencias entre las subpoblaciones de esperma dentro de cada 

diluyente (P <0,05) con VCL y LIN que exhibieron diferencias más altas entre las 

subpoblaciones.  La distribución de subpoblaciones no fue la misma para cada 

diluyente.  Los valores más altos de VCL se observaron en SP2 para OptiXcell® 

(165,50 ± 1,20 µm·s−1), SP3 para Triladyl® (168,80 ± 1,27 µm·s−1) y en SP4 Tris-EY 

(168,04 ± 0,97 µm·s−1).  Para LIN, los valores más altos estaban en SP2 en 

OptiXcell® (87,16 ± 0,53 %), SP1 en Triladyl® (85,91 ± 0,61 %) y SP2 en Tris-EY 

(88,45 ± 0,57 %).  Cuando se comparó cada subpoblación de espermatozoides 

entre diluyentes, se encontraron diferencias cinemáticas (P <0,05).  Las variables 

con las mayores diferencias entre los diluentes para todos los SP fueron VCL, LIN 

y WOB (Cuadro 10).
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Cuadro 9. Vectores propios de componentes principales (PC) * para variables cinemáticas de espermatozoides de toro 

diluidos en tres diluyentes comerciales, ITCR San Carlos, 2019. 

 OptiXcell® Triladyl® Tris-EY 

Variable CP1 CP2 CP3 CP1 CP2 CP3 CP1 CP2 CP3 

VCL  0,960   0,915   0,899  
VSL  0,737  0,819   0,728   
VAP  0,888  0,723   0,761 0,610  
LIN 0,931   0,977   0,827   
STR 0,641  0,621 0,737     0,844 
WOB 0,899   0,909   0,942   
ALH -0,646 0,624   0,912   0,884  
BCF   0,801   0,952   0,668 

Var Exp 37,51 35,26 16,59 46,50 29,18 14,48 38,14 30,51 21,33 
Var Exp: varianza explicada en cada CP. Varianza total explicada: OptiXcell® = 89,36 %; Triladyl® = 90,16 %; Tris-EY = 89,98 %. Expresa las 

variables más importantes en cada CP. Solo se presentan valores propios > 0,6. VCL: velocidad curvilínea; VSL: velocidad rectilínea; VAP: velocidad 
promedio de la trayectoria; LIN: linealidad de la progresión; STR: índice de rectitud; WOB: oscilación de la trayectoria; ALH: amplitud del 
desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de entrecruzamiento.
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Cuadro 10. Variables cinemáticas (medias ± EE) de subpoblaciones (SP) espermáticas móviles de toro en diferentes 

diluyentes comerciales, ITCR San Carlos, 2019. 

 VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF 

OptiXcell® 

SP1 120,62±1,51aβ 74,41±1,35aβ 77,17±1,32aβ 59,36±0,67aβ 91,87±0,53aβ 62,48±0,57aβ 3,96±0,05aβ 11,38±0,13aβ 

SP2 165,50±1,20bβ 144,29±1,07bβ 143,07±1,04bβ 87,16±0,53bβ 97,52±0,42bβ 86,77±0,45bβ 3,80±0,04aβ 10,00±0,10bβ 

SP3 128,03±1,95cβ 43,81±1,74cβ 81,97±1,70aβ 31,53±0,86cβ 50,71±0,68cβ 62,23±0,73cβ 4,49±0,06bβ 6,73±0,17cβ 

SP4 86,70±1,36dβ 74,24±1,22aβ 77,73±1,19aβ 83,07±0,60dβ 92,64±0,48aβ 88,08±0,51dβ 2,05±0,05cβ 6,76±0,12cβ 

Triladyl® 

SP1 129,45±1,20aγ 111,73±1,19aγ 111,19±1,02aγ 85,91±0,61aγ 97,22±0,66aγ 86,06±0,47aγ 3,29±0,04aγ 8,62±0,11aγ 

SP2 74,94±1,57bγ 31,09±1,57bγ 42,28±1,35bγ 41,45±0,80bγ 72,34±0,87bγ 55,77±0,62bγ 2,97±0,06bγ 7,56±0,15bγ 

SP3 168,80±1,27cγ 79,89±1,56cγ 96,62±1,34cγ 46,80±0,80cγ 80,53±0,87cγ 57,38±0,62bγ 6,17±0,06cγ 8,80±0,15aγ 

SP4 158,77±1,10dγ 120,00±1,09dγ 119,45±0,94dγ 75,78±0,56dγ 97,66±0,61aγ 75,52±0,43cγ 4,31±0,04dγ 14,13±0,10cγ 

Tris-EY 

SP1 108,68±1,64aδ 30,28±1,65aδ 66,08±1,54aδ 25,85±0,88aδ 43,95±0,62aδ 59,21±0,78aδ 3,94±0,06aβ 6,54±0,17aδ 

SP2 137,08±1,07bδ 122,67±1,07bδ 124,09±1,00bδ 88,45±0,57bβ 95,11±0,40bδ 90,79±0,51bδ 2,85±0,04bγ 8,39±0,11bδ 

SP3 74,15±1,14cδ 45,17±1,15cβ 48,47±1,07cδ 58,92±0,61cδ 88,19±0,43cδ 64,62±0,54cδ 2,66±0,04cδ 8,49±0,12bγ 

SP4 168,04±0,97dδ 118,06±0,97dγ 118,09±0,90dγ 70,01±0,52dδ 96,56±0,37dγ 70,22±0,46dδ 4,96±0,03dδ 12,62±0,10cδ 

VCL = velocidad curvilínea (µm · s-1); VSL = velocidad rectilínea (µm · s-1); VAP = velocidad promedio de la trayectoria (µm · s-1); LIN = linealidad 

de la progresión (%); STR = índice de rectitud (%); WOB = oscilación de la trayectoria (%); ALH = amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza 
(µm); BCF = frecuencia de entrecruzamiento (Hz). SP: subpoblación. EE = error estándar de la media. Número de espermatozoides = 6493. a-d 

Dentro de la misma columna y diluyente, diferentes superíndices indican diferencias entre las subpoblaciones. βγδ Dentro de la misma columna y 
subpoblación, diferentes superíndices indican diferencias entre los diluyentes. P <0,05. 

. 
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Durante la congelación y descongelación, la variación se relaciona, por 

ejemplo, con el efecto del diluyente, que puede influir en los patrones cinemáticos 

de los espermatozoides.  La raza y la variación interindividual después de la 

descongelación pueden relacionarse con diferencias en las propiedades de la 

membrana plasmática en respuesta a la congelación y descongelación. 

El enfoque multivariado de los componentes principales y el análisis de 

conglomerados realizado para varias especies subraya que las eyaculaciones son 

heterogéneas, ya que contienen espermatozoides con diferente movilidad y 

patrones cinemáticos (Abaigar et al. 1999; Quintero-Moreno et al. 2003; Chantler et 

al. 2004; Flores et al. 2008; Bravo et al. 2011; Yániz et al. 2018; Ortega-Ferrusola 

et al. 2009; Valverde et al. 2019; Soler et al. 2017; Caldeira et al. 2019; Valverde, et 

al., 2017; Abraham-Peskir y Roberts 2004).  En el presente estudio, se identificaron 

cuatro subpoblaciones de esperma diferentes, descritas a partir de tres 

componentes principales que representaban la velocidad, la progresividad y el 

movimiento ondulatorio celular.  Las proporciones de las diferentes subpoblaciones 

variaron con el diluyente utilizado.  El grupo de espermatozoides rápidos y lineales 

no siguió un patrón consistente entre las subpoblaciones.  En cualquier caso, las 

muestras diluidas con Triladyl® mostraron la mayor actividad cinemática. En este 

estudio, a pesar de las diferencias (P <0,05) entre los diluyentes, el análisis 

bayesiano reveló que solo Triladyl® presentó diferencias relevantes en comparación 

con Tris-EY y OptiXcell® para estos patrones cinemáticos.  Los resultados indican 

que la distribución de la subpoblación también fue diferente entre las especies 

bovinas.  Por el contrario, otros estudios han indicado que la distribución de la 

subpoblación de esperma no fue diferente dentro de las especies (Valverde et al. 

2016). Mientras que, para las dos razas de toros (Bos taurus), la estructura general 

de la subpoblación de esperma mostró poca variación entre los individuos. 

4.2.4 Análisis bayesiano de subpoblaciones espermáticas 

El análisis bayesiano de los datos mostró que VCL, VAP, LIN y BCF exhibieron 

diferencias relevantes entre Tris-EY y Triladyl®, que VCL y VAP presentaron 

diferencias relevantes entre Tris-EY y OptiXcell®, mientras que solo WOB mostró 
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diferencias relevantes entre Triladyl® y OptiXcell®.  En los otros casos, a pesar de 

que las diferencias son significativas (P <0,05) entre todos los diluyentes (VSL) o al 

menos dos diluyentes (LIN, WOB), no fueron relevantes (Cuadro 11). 
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Cuadro 11. Variables cinemáticas de esperma de toro y distribuciones posteriores 

marginales estimadas de diferencias entre diluyentes comerciales Tris-

EY, Triladyl® y OptiXcell®, ITCR San Carlos, 2019. 

Variable Media ± d.e. CV D1 HPD95%
2 P0

3 PR
4 

VCL 127,92±44,94 36,56     

D1-D2   -12,91 -34,03, 6,82 0,07 0,63 
D1-D3   -2,36 -22,61, 16,83 0,40 0,91 
D2-D3   10,55 -13,81, 35,41 0,86 0,30 

VSL  4,47±2,86 63,93     

D1-D2   0,06 -0,16, 0,27 0,72 0,00 
D1-D3   0,08 -0,12, 0,27 0,79 0,00 
D2-D3   0,02 -0,18, 0,26 0,58 0,00 

VAP  86,95±46,48 56,22     

D1-D2   -11,74 -34,32, 12,04 0,13 0,59 
D1-D3   -8,35 -29,68, 11,32 0,19 0,71 
D2-D3   3,39 -21,56, 27,76 0,62 0,18 

LIN 4,43±2,83 64,05     

D1-D2   -0,06 -0,29, 0,14 0,28 1,00 
D1-D3   0,08 -0,12, 0,27 0,79 0,00 
D2-D3   0,14 -0,08, 0,36 0,89 0,00 

STR 93,81±40,68 44,58     

D1-D2   -6,97 -21,37, 5,78 0,13 0,46 
D1-D3   -6,37 -21,84, 7,48 0,17 0,50 
D2-D3   0,61 -14,05, 15,91 0,53 0,20 

WOB 4,60±2,87 62,61     

D1-D2   0,08 -0,20, 0,35 0,75 0,00 
D1-D3   0,03 -0,24, 0,29 0,62 0,00 
D2-D3   -0,05 -0,35, 0,22 0,35 1,00 

ALH 65,45±23,77 37,43     

D1-D2   -3,59 -12,97, 4,72 0,19 0,22 
D1-D3   -6,32 -15,92, 3,38 0,08 0,09 
D2-D3   -2,73 -13,49, 7,03 0,25 0,28 

BCF 4,14±2,97 71,97     

D1-D2   -0,15 -0,56, 0,30 0,22 1,00 
D1-D3   0,17 -0,23, 0,62 0,82 0,00 
D2-D3   0,32 -0,16, 0,80 0,93 0,00 

d.e: desviación estándar. D1, Tris-EY; D2, Triladyl®; D3, OptiXcell®; 1D: distribución marginal media 

posterior de la diferencia; 2HPD95%, región de mayor densidad posterior al 95%; 3P0, la 
probabilidad de que la diferencia sea mayor que cero cuando D>0 y la probabilidad de que la 
diferencia sea menor que cero cuando D<0; 4PR, la probabilidad de que la diferencia sea mayor que 

R cuando D>0 y menor que R cuando D<0. Número de espermatozoides = 6493. d.e: desviación 
estándar. CV: coeficiente de variación (%). VCL = velocidad curvilínea (µm · s -1); VSL = velocidad 

rectilínea (µm · s-1); VAP = velocidad promedio de la trayectoria (µm · s-1); LIN = linealidad de la 
progresión (%); STR = índice de rectitud (%); WOB = oscilación de la trayectoria (%); ALH = amplitud 

del desplazamiento lateral de la cabeza (µm); BCF = frecuencia de entrecruzamiento (Hz). 
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El análisis bayesiano de los datos (distribución posterior) al comparar Bos 

taurus y Bos indicus mostró que incluso cuando se identificaron diferencias (P 

<0,05) a raíz de estadísticas frecuentistas (distribución de confianza), estas 

diferencias entre variables cinemáticas se consideraron no relevantes (Cuadro 12). 

Cuadro 12. Parámetros descriptivos y características de las distribuciones 

posteriores marginales estimadas de diferencias para las variables 

cinemáticas de esperma de toro entre Bos taurus y Bos indicus, ITCR 

San Carlos, 2019. 

Variable Media ± d.e. CV D1 HPD95%
2      P0

3 R4 PR
5 

VCL 126,56±44,93 36,54 11,65 -3,16, 26,55  0,95 15,00 0,30 

VSL 4,47±2,86 64,06 0,03 -0,13, 0,20  0,66 15,53 0,00 

VAP 85,61±46,48 56,91 8,57 -10,70, 9,55  0,84 13,57 0,26 

LIN 4,42±2,83 64,15 0,10 -0,06, 0,27  0,88 7,94 0,00 

STR 93,00±40,69 45,03 2,13 -10,37, 14,89  0,64 6,34 0,22 

WOB 4,58±2,87 62,82 0,02 -0,19, 0,23  0,60 5,79 0,00 

ALH 65,09±23,76 37,82 -0,16 -8,71, 7,49  0,46 -0,49 0,52 

BCF 4,13±2,97 72,15 0,18 -0,18, 0,56  0,85 1,23 0,00 

d.e: desviación estándar. 1D: distribución marginal media posterior de la diferencia Bt-Bi, donde Bt 
es Bos taurus y Bi es Bos indicus; 2HPD95%, región de mayor densidad posterior al 95%; 3P0, la 
probabilidad de que la diferencia sea mayor que cero cuando D> 0 y la probabilidad de que la 

diferencia sea menor que cero cuando D <0; 4R, valor relevante estimado como 1/3 de desviación 
estándar; 5PR, la probabilidad de que la diferencia sea mayor que R cuando D> 0 y menor que R 

cuando D <0. Número de espermatozoides = 6493. d.e: desviación estándar. CV: coeficiente de 
variación (%). VCL = velocidad curvilínea (µm · s-1); VSL = velocidad rectilínea (µm · s-1); VAP = 

velocidad promedio de la trayectoria (µm · s-1); LIN = linealidad de la progresión (%); STR = índice 
de rectitud (%); WOB = oscilación de la trayectoria (%); ALH = amplitud del desplazamiento lateral 
de la cabeza (µm); BCF = frecuencia de entrecruzamiento (Hz).  

 

La aplicación de herramientas de análisis bioestadístico para el estudio de las 

variables cinemáticas de los espermatozoides reveló la existencia de 

subpoblaciones de espermatozoides en la eyaculación (Holt et al. 1996; Martinez-

Pastor et al. 2005; Dorado et al. 2010; Gallego et al. 2015; Vásquez et al. 2016, van 

der Horst, Maree, y du Plessis 2018; Ibănescu, et al. 2018; Valverde et al. 2019; 

Valverde et al. 2019;) , pero su importancia y relevancia biológica no parece ser 

completamente clara (Martínez-Pastor et al. 2011; Muiño et al. 2007; Quintero-

Moreno, Rigau, y Rodríguez-Gil 2007; Rubio-Guillén et al. 2007; Soler, Alambiaga, 
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et al. 2017).  Estos hallazgos, de diversa relevancia biológica de las subpoblaciones 

de esperma en la eyaculación, refuerzan la idea de que una estructura 

subpoblacional específica, representada por espermatozoides con diferentes 

patrones cinemáticos, debe ser revisada.  Otros autores han sugerido que algunas 

subpoblaciones de esperma pueden verse afectadas por un tratamiento (Ledesma 

et al. 2017) o por procesos específicos (por ejemplo, congelación-descongelación) 

que indican que algunos SP de esperma pueden tener relevancia biológica 

(Ibanescu et al. 2020), mientras que otros que, coexistien en la misma muestra, no 

pueden (Harrison 1996; Holt, Moore, y Hillier 1985; Ledesma et al. 2017; Martínez-

Pastor et al. 2011).   

Cuando se analizó la relevancia de las diferencias entre las subpoblaciones 

de esperma, los análisis bayesianos de datos mostraron diferencias relevantes 

entre las siguientes comparaciones de SP: SP1-SP2 (para VSL y LIN); SP1-SP3 

(todas las variables cinemáticas excepto VCL, WOB y BCF); SP1-SP4 (para VSL); 

SP2-SP3 (todas las variables excepto VSL); SP2-SP4 (para STR, WOB, ALH y BCF).  

Por lo tanto, las subpoblaciones SP1, SP2 y SP3 mostraron diferencias (P <0,05) 

para la mayoría de las variables cinemáticas al usar el enfoque clásico, y estas 

diferencias también fueron reveladas por el enfoque bayesiano.  Por otro lado, la 

comparación SP3-SP4 no mostraron diferencias relevantes para ninguna variable 

cinemática.  Aunque la subpoblación SP4 mostró diferencias con respecto a SP2 o 

SP3, tales diferencias deben considerarse no relevantes para VCL, VSL, VAP, LIN, 

WOB o BCF (Cuadro 13). 
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Cuadro 13. Variables cinemáticas de esperma de toro y distribución marginal 

posterior estimada de las diferencias entre las subpoblaciones móviles 

de espermatozoides, ITCR San Carlos, 2019. 

Variable Media±d.e. CV D1 HPD95%
2 P0

3 PR
4 

VCL 125,80±42,89 35,32     

SP1-SP2   -21,49 -24,78, -18,36 0,00 0,00 
SP1-SP3   11,92 8,52, 15,28 1,00 0,04 
SP1-SP4   -20,72 -23,77, -17,69 0,00 0,00 
SP2-SP3   33,41 30,22, 36,42 1,00 1,00 
SP2-SP4   0,77 -2,09, 3,39 0,70 0,00 
SP3-SP4   -32,64 -35,67, -29,59 0,00 0,00 

VSL 4,47±2,86 64,01     

SP1-SP2   -0,10 -0,31, 0,10 0,18 1,00 
SP1-SP3   -0,04 -0,27, 0,17 0,35 1,00 
SP1-SP4   -0,02 -0,21, 0,18 0,44 1,00 
SP2-SP3   0,05 -0,15, 0,26 0,69 0,00 
SP2-SP4   0,08 -0,10, 0,26 0,80 0,00 
SP3-SP4   0,03 -0,17, 0,22 0,59 0,00 

VAP 83,35±39,79 49,71     

SP1-SP2   -41,54 -44,49, -38,55 0,00 0,00 
SP1-SP3   24,36 21,05, 27,47 1,00 1,00 
SP1-SP4   -27,97 -30,99, -25,18 0,00 0,00 
SP2-SP3   65,89 62,87, 68,75 1,00 1,00 
SP2-SP4   13,57 10,91, 16,01 1,00 0,49 
SP3-SP4   -52,32 -55,01, -49,32 0,00 0,00 

LIN 4,45±2,83 63,72     

SP1-SP2   -0,05 -0,26, 0,14 0,31 1,00 
SP1-SP3   -0,10 -0,33, 0,11 0,18 1,00 
SP1-SP4   0,07 -0,11, 0,27 0,78 0,00 
SP2-SP3   -0,05 -0,26, 0,15 0,31 1,00 
SP2-SP4   0,12 -0,05, 0,30 0,92 0,00 
SP3-SP4   0,18 -0,02, 0,38 0,96 0,00 

STR 90,76±36,09 40,54     

SP1-SP2   -33,46 -36,10, -30,82 0,00 0,00 
SP1-SP3   19,10 16,19, 21,90 1,00 1,00 
SP1-SP4   -19,89 -22,46, -17,33 0,00 0,00 
SP2-SP3   52,55 49,95, 55,23 1,00 1,00 
SP2-SP4   13,56 11,13, 15,88 1,00 1,00 
SP3-SP4   -38,99 -41,68, -36,60 0,00 0,00 

WOB 4,59±2,87 62,64     

SP1-SP2   0,08 -0,13, 0,28 0,77 0,00 
SP1-SP3   0,04 -0,18, 0,27 0,64 0,00 
SP1-SP4   0,06 -0,13, 0,27 0,74 0,00 
SP2-SP3   -0,03 -0,24, 0,17 0,37 1,00 
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SP2-SP4   -0,01 -0,20, 0,17 0,44 1,00 
SP3-SP4   0,02 -0,18, 0,23 0,58 0,00 

ALH 63,52±20,85 33,42     

SP1-SP2   -19,84 -21,34, -18,26 0,00 0,00 
SP1-SP3   10,78 9,05, 12,39 1,00 1,00 
SP1-SP4   -14,73 -16,27, -13,25 0,00 0,00 
SP2-SP3   30,62 29,09, 32,16 1,00 1,00 
SP2-SP4   5,11 3,82, 6,42 1,00 1,00 
SP3-SP4   -25,51 -26,96, -24,03 0,00 0,00 

BCF 4,16±2,96 71,49     

SP1-SP2   0,32 0,11, 0,53 1,00 0,00 
SP1-SP3   0,01 -0,22, 0,24 0,53 0,00 
SP1-SP4   0,03 -0,18, 0,23 0,62 0,00 
SP2-SP3   -0,31 -0,54, -0,10 0,00 1,00 
SP2-SP4   -0,29 -0,47, -0,09 0,00 1,00 
SP3-SP4   0,02 -0,18, 0,23 0,58 0,00 

d.e: desviación estándar. 1D: distribución marginal media posterior de la diferencia Bt-Bi, donde Bt 

es Bos taurus y Bi es Bos indicus; 2HPD95%, región de mayor densidad posterior al 95%; 3P0, la 
probabilidad de que la diferencia sea mayor que cero cuando D> 0 y la probabilidad de que la 

diferencia sea menor que cero cuando D <0; 4R, la probabilidad de que la diferencia sea mayor que 
R cuando D> 0 y menor que R cuando D <0. Número de espermatozoides = 6493. d.e: desviación 

estándar. CV: coeficiente de variación (%). VCL = velocidad curvilínea (µm · s -1); VSL = velocidad 
rectilínea (µm · s-1); VAP = velocidad promedio de la trayectoria (µm · s-1); LIN = linealidad de la 
progresión (%); STR = índice de rectitud (%); WOB = oscilación de la trayectoria (%); ALH = amplitud 

del desplazamiento lateral de la cabeza (µm); BCF = frecuencia de entrecruzamiento (Hz). 
 

Las subpoblaciones de esperma deben evaluarse a partir de un criterio de 

utilidad en relación con la importancia biológica.  Este es el primer estudio en el que 

se ha llevado a cabo una evaluación de la relevancia estadística de las 

subpoblaciones en eyaculados.  Los resultados bayesianos indicaron que SP1, SP2 

y SP3 eran diferentes y que estas diferencias eran relevantes.  La relevancia 

biológica de estas subpoblaciones puede conducir a una invalidación de la definición 

clásica del grupo o subpoblación de esperma.  La relevancia puede relacionarse 

con la fertilidad.  La variabilidad de los espermatozoides en una eyaculación puede 

correlacionarse con la variabilidad de la fertilidad entre los hombres (Holt y Van Look 

2004), y una menor movilidad también puede asociarse con tasas de fertilidad más 

bajas (Yániz et al. 2018).  Si la velocidad es un componente principal que explica la 

varianza cinemática de las subpoblaciones de esperma, y la velocidad puede 

relacionarse con la fertilidad, entonces debemos aclarar aún más la relevancia 

biológica de estas subpoblaciones. 
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  La distinción entre especies y entre razas debe tenerse en cuenta y también 

implementarse en este tipo de análisis.  Estudios anteriores han considerado estas 

distinciones y las comparaciones realizadas entre especies con respecto a la 

cinemática (Bompart et al. 2019) y la morfología han identificado diferencias (Beletti 

et al. 2005).  El hecho de que existan diferencias entre las especies sugiere que se 

pueden requerir nuevos enfoques cuando se maneja la eyaculación.  En cualquier 

caso, estas diferencias deben ser relevantes desde el punto de vista biológico y las 

diferencias estadísticas pueden no ser suficientes como criterio.  Por lo tanto, es 

necesario examinar más a fondo la cuestión de la relevancia biológica en el análisis 

de las subpoblaciones de esperma y desarrollar medios para explorar el significado 

biológico de los conjuntos de datos de células agrupadas que se derivan de análisis 

automáticos de semen.  
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5 CONCLUSIONES 

 

Los parámetros cinéticos de los espermatozoides de toro pueden ser 

afectados por el tipo de cámara utilizada y el tiempo transcurrido tras la carga inicial.  

El tipo de diluyente y la temperatura de dilución condicionan las variables cinéticas 

de los espermatozoides.   

La existencia de subpoblaciones espermáticas en el eyaculado se condiciona 

por factores externos al momento de realizar los análisis por lo que habría que 

determinar las condiciones óptimas de evaluación por CASA-Mot para establecer la 

relevancia biológica de éstas y que los resultados sean comparables en el tiempo.  

Los nuevos enfoques para el análisis de subpoblaciones cinemáticas de esperma 

pueden no tener un significado biológico directo y, por lo tanto, la relevancia 

biológica de las subpoblaciones de esperma debe ser reevaluada.  
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La presente tesis de Licenciatura se incluyó dentro del proyecto de 

investigación “Desarrollo de la metodología de análisis integrado de semen 

en ganado Bos indicus”, financiado por la Fundación para el Fomento y 

Promoción de la Investigación y Transferencia de Tecnología Agropecuaria de 
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