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RESUMEN

El andlisis de la concentracién esperma-
tica en los eyaculados de verraco constituye una
estimacién de calidad en granjas dedicadas a la
venta de dosis seminales e inseminacion artifi-
cial. El objetivo del presente estudio fue determi-
nar las diferencias en precision entre métodos de
estimacién de la concentracién espermatica. Se
analizaron 174 eyaculados de verracos Duroc y
Pietrain, pertenecientes a la granja del Programa
de Produccion Agropecuaria (PPA) de la Escuela
de Agronomia del Instituto Tecnolégico de Costa
Rica. La concentracion fue estimada por 3 méto-
dos: espermadensimetro (ED), espectrofotémetro
(EF) y sistema automatizado de andlisis de semen
(casa). La concentracion mds baja (p<0,05) se
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ABSTRACT

The variability of the estimation
methods of the boar sperm concentration. The
sperm concentration analysis in boar ejaculates is
a quality measure in farms dedicated to the selling
seminal doses and artificial insemination. The
aim of this study was to determine differences in
accuracy between assessment methods of sperm
concentration. A total of 174 ejaculates from
Duroc and Pietrain boars were analyzed. The
animals belonging at the Agricultural Production
Program (PPA) of the School of Agronomy at
the Technological Institute of Costa Rica. The
sperm concentration was estimated by 3 methods:
sperm-densitometer (ED), spectrophotometer
(EF) and computer assisted semen analysis (CASA).
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estimé con el EF (384,90+11,19 x10%spermato-
zoides.ml") y la mayor con el cAsA (432,39+20,81
x10%espermatozoides.ml!). Se utilizé la meto-
dologia de modelos mixtos generalizados en los
que incluyeron como variables explicativas el
volumen de eyaculado, la edad de los verracos,
la linea genética, el intervalo entre extracciones,
la época y las interacciones entre los factores. El
coeficiente de variacién fue diferente (p<0,05)
entre los métodos y el mayor correspondi6 al sis-
tema CASA (45,38%), mientras que el mas bajo con
el método ED (34,78%). Se presentaron diferen-
cias (p<0,05) entre los métodos de estimacion EF
y CASA (376,65+12,06 vs 432,20+22,08 x10%s-
permatozoides.ml™!), respectivamente, cuando el
intervalo entre extracciones seminales fue bajo
(=9 dias). Sélo el sistema CASA se ajustd (p<0,05)
al modelo y present6 un nivel asintético de la con-
centracién sobre el intervalo entre extracciones
de 7,5 dias. En general, los métodos de estima-
cion de la concentraciéon presentaron variabilidad
en los resultados. Las lineas genéticas Duroc
presentaron mayor concentracion espermadtica
que las lineas Pietrain, independientemente del
método de estimacién. El volumen de eyaculado
presentd una correlacién negativa con la concen-
tracion espermadtica. La concentracién disminuy6
conforme se incrementd el volumen de eyaculado
y la edad de los verracos.

INTRODUCCION

El estudio de la calidad de los eyaculados
constituye un factor clave para el desarrollo y
éxito de la aplicacion de técnicas de inseminacion
artificial (IA) en especies ganaderas, los resulta-
dos de los andlisis seminales tanto macro como
microscépicos son de gran importancia para los
programas de IA porcina (Bonet et al. 2013, Val-
verde et al. 2018).

Dentro de un programa de IA una de
las pruebas de la evaluacion seminal, que debe
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The lower concentration (p<0.05) was estimated
with EF (384.90+11.19 x10° spermatozoa.ml™)
and the highest with casA (432.39+20.81 x10°
spermatozoa.ml™!). Concentration was analyzed
using a generalized mixed model, including as
explanatory variables from the model the volume of
ejaculate, age of the boars, genetic line, collection
interval, season and the interactions between the
factors. The coefficient of variation was different
(p<0.05) among methods and the highest was
CASA system (45.38%) while the lowest was ED
method (34.78%). There were differences(p<0.05)
between EF and cAsA estimation methods
(376.65+12.06 vs 432.20+22.08 x10°spermatozoa.
ml!) respectively, when the range between
seminal extractions was low (<9 days). Only CASA
system estimation was adjusted (p<0.05) and
asymptotic level of concentration of 7.5 days was
presented over the range between collections. In
general, the estimation methods of concentration
showed variability in the results. Duroc genetic
lines presented higher sperm concentration than
the Pietrain lines, independently of the estimation
method. The volume of ejaculate presented a
negative correlation with sperm concentration.
The concentration decreases with increases the
volume of ejaculate and the age of the boars.

considerarse, es la concentraciéon de espermato-
zoides del eyaculado que es destinado para dosis
seminales y cuya estimacion debe ser precisa.
La concentracion espermdtica, aunque no es una
estimacion especifica de la funcién testicular,
se encuentra asociada a la tasa de fertilizacion
y prefiez (Vianna et al. 2004, World Health
Organization 2010, Graffer et al. 1988). La esti-
macién sesgada de la concentracién espermatica
puede llevar a la reduccién de la fertilidad de las
hembras, lo cual aumenta el retorno al estro y
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disminuye tasas de parto, tamafio de camada y
aumento en el costo por dosis. La sobre estima-
cién de la concentracién espermatica significa
que la estimacién es mayor que la concentracién
real en el eyaculado (Krueger ef al. 1999, Vianna
et al. 2004) y como consecuencia, se aflade una
cantidad inadecuada de diluyente que altera el
nimero de dosis por eyaculado y por otra parte,
la subestimacién conduce a pérdidas econdémicas
en la granja. Esos aspectos implican que, si no
es estimada adecuadamente, la concentracion de
espermatozoides se puede generar un numero
de dosis seminales no adecuado, con menor o
mayor nimero de células por dosis, lo que afecta
al comprador o vendedor de dosis seminales,
respectivamente.

El método utilizado para la determi-
nacion de concentracién espermadtica es un
factor relevante a considerar para una ade-
cuada estimacién. Los métodos empiricos de
determinacién de la concentracién, basados
en la evaluacién por el aspecto fisico del
eyaculado, son extremadamente imprecisos y
subjetivos, por lo que es requerido el empleo
de métodos directos de determinacién con
mayor confiabilidad (Bortolozzo et al. 2005).
Estos métodos subjetivos requieren el uso de
cdmaras en las que las células se observan
y contabilizan dentro de un drea conocida,
lo cual permite luego, el cdlculo del nimero
de espermatozoides por unidad de volumen
(Brito et al. 2016).

El espermadensimetro es uno de los méto-
dos visuales que se utilizan para la estimacién
de concentracion espermdtica y esta herramienta
ofrece una estimacion rdpida con base en el
grado de turbidez o densidad del eyaculado. La
lectura del instrumento presenta un grado de
subjetividad, ademds, de la propia densidad del
eyaculado, que puede ser influenciada por el
nimero de leucocitos, células de descamacion o
particulas de suciedad provenientes del eyacula-
do (Vianna et al. 2004).

El espectrofotémetro se ha desarrolla-
do como alternativa a los hemacitémetros
y consiste en una técnica de lectura de la

concentracion realizada a través del grado de
absorbancia de la luz en el eyaculado. Este
método ofrece rapidez y evaluaciones precisas
cuando el equipo se encuentra calibrado; no
obstante, presenta algunas deficiencias, tales
como que las concentraciones espermadticas
solo pueden ser leidas dentro de cierta franja y
que las lecturas se ven afectadas por células de
descamacion, leucocitos y suciedad (Brito et al.
2016, Vianna et al. 2004).

Los sistemas automdticos de andlisis de
semen (Computer assisted semen analysis, CASA)
son cada vez mds comunes en los centros de
inseminacion artificial y granjas de verracos
(Valverde y Madrigal-Valverde 2018); poseen un
sistema Optico con iluminacién por contraste de
fase, una cdmara digital que graba a un nimero
determinado de imdgenes por segundo; por lo
general, se utiliza una frecuencia de 50 fps (fra-
mes per second) durante 1-2 segundos, un sistema
computacional y un monitor de video (Amann
y Waberski 2014, Vasquez et al. 2016, Valverde
et al. 2018). Este sistema permite analizar la
calidad del movimiento espermadtico a través del
analisis de imagen y como consecuencia, de que
el drea de las imdgenes es conocida y el volumen
evaluado, se puede estimar la concentracion
espermadtica. Ademads, los sistemas CASA aportan
nuevos pardmetros avanzados de cinética celular
y morfologia (Mortimer 2000).

Desde el punto de vista de comercia-
lizacién de dosis seminales, la cantidad y la
calidad del semen son los 2 factores principales
que afectan el nimero de dosis que se pueden
producir por eyaculado (Flowers 1997) por lo
que la variabilidad espermdtica que surge de
los factores exdgenos y endégenos (Ciereszko et
al. 2000) y las caracteristicas seminales como
volumen, concentracién, movilidad y morfologia
presentan variabilidad inter e intra-razas, deben
ser identificadas para evaluar la calidad del
semen (Smital 2009). El objetivo del presente
estudio fue determinar las diferencias en preci-
sion existentes entre los métodos de estimacién
espermdtica de la forma mds aproximada y
objetiva posible.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion y localizacion de la granja

El presente estudio se realizé en la gran-
ja del Programa de Produccién Agropecuaria
(PPA), de la Escuela de Agronomia, del Instituto
Tecnolégico de Costa Rica, ubicado en Santa
Clara, Florencia, San Carlos, Alajuela, Costa Rica
(10°22742” N y 84°30736” O), durante julio de
2014 hasta febrero de 2016. La unidad productiva
se encuentra a una altitud de 120 msnm, segtn los
datos registrados en la Estaciéon Meteoroldgica
069567 Sta. Clara. En el drea donde se encuentra
la porqueriza, se registré durante el quinquenio
2010-2015, una temperatura minima y maxima de
21,7°C y 30,7°C, respectivamente, una humedad
relativa de 88,5%, con un régimen de lluvias de
3321,1 mm al afio en promedio. La granja tiene
como objetivo comercial la venta de lechones al
destete (30 dias de edad). Se mantiene una piara
de 20 hembras y el reemplazo se compra a una
casa comercial.

Animales

Manejo y descripcion de los animales

En la granja los machos se mantuvieron
en recintos individuales de un minimo de 7,5
m? y la alimentacién de los animales fue con
base en un alimento balanceado, formulado por
la misma universidad y ofrecido a razén de 2,5
kg.animal'.dfa!. El agua fue suministrada ad
libitum. Se utilizaron 4 verracos, 2 verracos de
cada linea genética estudiada en buen estado
general de salud y en edad reproductiva con eda-
des superiores a los 15 meses. La base racial de
la Iinea genética A fue Pietrain, mientras que para
la linea genética B fue Duroc. La frecuencia de
extraccion fue 2 veces cada semana. El intervalo
entre extracciones seminales (I) fue categoriza-
do en 2 grupos: I-Alto: >9 dias, [-Bajo: <9 dias.
Asimismo, el volumen (vol) eyaculado jerarquizé
en 2 grupos: volumen eyaculado alto: >250 ml;
volumen eyaculado bajo: <250 ml. Los animales
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se emplearon en cruzamientos terminales, con
el fin de aportar aptitudes cdrnicas a la progenie
y procedian de dos lineas genéticas comerciales
seleccionadas para produccion de carne magra y
ganancia de peso. Los animales fueron entrena-
dos para coleccién de semen en un “maniqui”, o
potro de monta, e incorporados a un programa de
inseminacion artificial. Los animales no fueron
empleados como reproductores en la granja en
periodos simultdneos.

Recoleccion de muestras de semen y
procesamiento

Se recolectaron muestras de semen fres-
co y se diluyeron 1:1 (vol:vol) después de cada
extraccion; se utilizé la técnica de la “mano
enguantada”(Hancock y Hovell 1959) para
obtener semen para inseminacién artificial.
Antes de cada eyaculacidn, se estimulaba a los
verracos al llevarlos a un corral de extraccion
separado, que contenia el potro de extraccion
o “maniqui”’ y se obtenia el semen mediante
manipulacién manual del pene después de que
el verraco montara el potro de extraccién. Las
3 ultimas fracciones de semen de cada eyacu-
lado se recogieron en recipientes graduados
de recogida de esperma y se filtraron a través
de 3 capas de gasa esterilizada para separar
las secreciones de gldandula bulbouretral de
los otros constituyentes del semen. Después
de cada recoleccion de semen, se realizé una
evaluaciéon macroscépica de rutina (volumen,
color, consistencia y olor). Después de esta
evaluacién, que tardé varios segundos, se
colocé la fraccion filtrada en un bafio maria
a 37°C, donde las muestras permanecieron
durante el periodo de envasado y determina-
cién de la densidad del semen.

Medicion de la concentracion espermadtica

Para la medicién de la concentracion
espermadtica con el espectrofotémetro, se tomd
una alicuota de semen diluido 1:1 (vol:vol)
menor a 1 ml por medio de una pipeta Pasteur y
se colocé en una micro cubeta antes de realizar
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la medicion. Dicha estimacién fue tomada por
triplicado con la finalidad de estimar un prome-
dio. Para la determinaciéon de la concentracion
con el espermadensimetro de Karras, se tomé del
mismo eyaculado con una pipeta graduada, una
parte de semen y nueve partes de medio de dilu-
cién (diluyente comercial BTS + agua destilada a
una temperada de 37°C) y se depositaron en un
beaker de 50 ml. El contenido fue homogenizado
y, posteriormente, se colocé en el instrumento
de medicién. Se realizé la lectura del aparato
siguiendo las indicaciones del fabricante y se
registrd la estimacién por triplicado junto a las
anteriores evaluaciones. Para la evaluacién de la
concentracion, se utilizé un sistema CASA comer-
cial y se utilizaron cdmaras de recuento de 20um
de altura. Se agregaron 2,7uLL de semen a cada
camara de recuento y se dejé avanzar por capilari-
dad a través de la misma. Los espermatozoides se
contabilizaron mediante microscopia de contraste
de fase negativo a 40X aumentos. El nimero de
campos en cada andlisis fue determinado segun el
nimero de células y en promedio se capturaron 7
campos. Los recuentos del sistema CASA se reali-
zaron corregidos, es decir, se obtuvieron al repetir
continuamente un video de un segundo campo
tomado aleatoriamente de la cdmara D4C20.
Cada campo fue seleccionado manualmente por
el técnico. Todos los espermatozoides visibles

Yikimno = + Mj + Ej + A + I +

Donde,

iikimno = o-ésimaobservacion correspondiente
ali-ésimofactor M, del j-ésimofactor E, en el
k-ésimo factor A, del [-ésimo del factor I en el
nivel m-ésimo del factor EP dentro del nivel
n-ésimo del factor R (observacion= 1, 2, ..., 0).
¢ = media general.

M, = efecto del nivel i-€simo del factor M (méto-
do;i=1,2,3).

Ej = efecto del nivel j-ésimo del factor E (eyacu-
lado; j =1, 2, 3).

en ese campo se contabilizan manualmente y los
resultados se dividieron por un factor de 6 que
se convierte en x10°.ml!. El recuento se realizé
de acuerdo con las directrices de la OMS para
recuentos manuales (World Health Organization
2010). Posteriormente a la evaluacién de concen-
tracion espermadtica, el eyaculado fue procesado
para elaborar dosis seminales.

Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de normalidad
y homocedasticidad usando Shapiro-Wilk y
pruebas de Kolmogorov-Smirnov, respectiva-
mente, a los datos obtenidos de las estimaciones
de concentracién espermadtica. La repetibilidad
de cada método de medicién se evalué median-
te el coeficiente de variacion (CV) y se calcul6
al estimar la variacién usando un andlisis de
comparaciéon por pares separado para cada
método. El eyaculado se incluyé como efecto
aleatorio en la estructura del modelo. La com-
paracién de métodos se realizé utilizando la
transformacién logaritmica de las mediciones
de concentraciéon de espermatozoides. Para la
comparacion de métodos se utilizé un modelo
mixto. En el andlisis, la varianza para cada
método se estimd por separado.

El modelo estadistico utilizado fue del tipo:

EPu + Rp +(Ml)ii +(MR)in + &ijkimn)o

Ak = efecto del nivel k-ésimo del factor A (aiio;
k=1,2,3).

I, = efecto del nivel [-€simo del factor I (intervalo
entre extracciones; /=1, 2, ..., i).

EP,, = efecto del nivel m-€simo del factor EP
(época; m=1, 2).

R, = efecto del nivel n-€simo del factor R (grupo
racial; n=1, 2, 3).

(M1),, = efecto producido por la interaccién M*1.

(MR),, = efecto producido por la interaccion
M*R.
€ jktmnyo = SITOT experimental. Se suponen varia-

bles aleatorias independientes N (0, 0).
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El efecto de la edad de los verracos, el
volumen de eyaculado y el intervalo entre extrac-
ciones seminales sobre la concentracion esper-
madtica, se analizé6 mediante regresion no lineal
con un modelo exponencial, en la forma y = 3
*a exp (-p / x), donde y era concentracién semi-
nal (x10%spermatozoides.ml™) y x fue la edad
del verraco; el intervalo entre extracciones y el
volumen de eyaculado de forma independiente
donde a = nivel asintético, b = tasa de aumento
a la asintota, exp = base del logaritmo natural.
El significado biolégico de la ecuacién es que
los valores asintéticos (a) representan el maximo
alcanzable cuando la edad estd por encima del
nivel del umbral. El nivel de umbral se calcul6
por el método convencional que evalia la edad,
el intervalo o el volumen necesario para obtener
el 95% del valor maximo. La tasa de acercamien-
to al nivel asintético representa la dependencia
de la curva en la edad de los animales; es decir,
un valor alto de b indica un alto crecimiento de
la concentracién a medida que el intervalo entre
extracciones seminales aumenta y viceversa.
Un valor bajo de b indicard una disminucién en
la concentracién a medida que la edad de los

animales y el volumen de eyaculado aumenten
y viceversa.

Se realizaron pruebas de comparacién muil-
tiple por el método de minimos cuadrados y se
utilizé la correccion de Bonferroni, con un nivel
de significacién estadistica de 0,05. Los andlisis
estadisticos se realizaron con el programa Statgra-
phicsCenturion XVII, 17.2.04. (32-bit) (1982-2016
por Statpoint Technologies, Inc., EE. UU.).

RESULTADOS

Estimacion de la concentracion espermatica

Los métodos de estimacién de la concen-
tracion de espermatozoides presentaron diferen-
cias (p<0,05) entre si. El equipo que estim6 la
concentraciéon espermdtica mds alta fue el CAsaA,
mientras que la menor fue con el espectrofotome-
tro, con una diferencia entre métodos de 4,75x107
espermatozoides por ml. El coeficiente de varia-
cién fue estadisticamente distinto entre los dife-
rentes métodos utilizados y el mayor coeficiente
fue presentado por el método de estimacidon CASA
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Medias (+ E.E.) y resultados descriptivos de los métodos de medicién de la concentracion espermadtica en verracos

(n=174).

Espermadensimetro

Concentracién (x10°.ml1") 405,98+11,1920

DE. 141,21
CV (%) 34,78
Li (95%) 390,43
Ls (95%) 421,53
Media dosisseminales (n)" 249

Espectrofotémetro CASA
384,90+11,19* 432,39+20,81°
153,76 196,21
39,95° 45,38¢
369,35 403,46
400,45 461,31
23,6 28,8

E.E.: error estandar; CASA: sistema automadtico de andlisis de semen; D.E.: desviacion estindar; CV: coeficiente de variacion;
Li: Intervalo de confianza inferior al 95% de probabilidad; Ls: Li: Intervalo de confianza superior al 95% de probabilidad.
“Concentracién espermética x volumen / 4000 (no considera movilidad y las dosis son fijadas a 4x10° espermatozoides totales.
ab¢ Dentro de fila, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas. p<0,05.
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La mayor variabilidad en la estimacion de
la concentracién espermatica se presentd en los
métodos de medicién con el espectrofotémetro

900 -

Concentracion
S
[6)]
o
1

y el sistema CASA. No hubo valores extremos ni
puntos influyentes en ninguno de los 3 métodos
de estimacion (Figura 1).

ED

Fig. 1.

EF CASA

Método

Concentracién espermdtica (x10°.m1™") segtin método de estimacién. ED: espermadensimetro EF: Espectrofotémetro;

CASA: sistema automdtico de analisis de semen. Area dentro del boxplot, indica el 50% de las observaciones entre el
percentil 25 y 75 respectivamente. — mediana; - 7 : Valores minimos y mdximos dentro de 3 unidades de desviacion

estandar.

El efecto del intervalo entre extracciones
seminales influy6 en la estimacién de la concen-
tracién espermdtica. Los animales sometidos a
un ritmo de extracciones elevado (I <9 dias) pre-
sentaron diferencias (p<0,05) entre métodos de
estimaciéon de la concentracién, particularmente
los métodos de medicién por espectrofotometro y

cASA. Cuando el intervalo entre extracciones semi-
nales fue alto (I >9 dias), es decir, un ritmo menor
de extracciones de semen, no hubo diferencias entre
los métodos de estimacion de la concentracion.
Dentro de método no hubo diferencias en las esti-
maciones de la concentracion entre los intervalos
entre extracciones alto y bajo (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Efecto del intervalo entre extracciones seminales (I), grupo racial, volumen eyaculado y época (medias+E.E.) sobre
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el método de medicion de la concentracion espermadtica.

Espermadensimetro

Espectrofotometro

CASA

Intervalo (I)

Alto 419,36+30,04%
Bajo 403,85£12,163%
Grupo Racial

Pietrain 417,54+11,96%
Duroc 551,67+23,47%*

Volumen eyaculado

Alto 330,98+16,10%
Bajo 442 ,03+13,08*
Epoca

Seca 421,90+15,09%
Lluviosa 394,77+13,942bz

428,68+30,15%
376,65+12,06%

394,42+11,52%
536,85+23 47

304,80+15,90%
423,52+12,89%

412,92+15,01%
365,27+13,54"

410,05+61,15%
432,20£22,08%

469,58+21,11%
588,49+41,54%

286,37+31,92%
506,61+23,85%

441,76+21,73%
386,27+44,94

E.E.: error estdndar; CASA: sistema automdtico de andlisis de semen; I: Intervalo entre extracciones. I-Alto: >9 dias, I-Bajo:
<9 dfas; volumen eyaculado alto: >250 mL; volumen eyaculado bajo: <250 mL.  Dentro de fila, valores con diferente
superindice presentan diferencias significativas. *¥* Dentro de columna, valores con diferente superindice presentan diferencias

significativas p<0,05.

Las estimaciones de la concentracién de
acuerdo con el grupo racial, fueron mayores con el
sistema CASA, seguidas del espermadensimetro y
el espectrofotometro, no se detectaron diferencias
(p>0,05) entre estos dltimos. Dentro de método, se
encontraron diferencias entre grupos raciales, al
presentar la raza Duroc mayores concentraciones
espermadticas (p<0,05). Dentro de raza las esti-
maciones realizadas con el sistema CASA fueron
mayores (p<0,05), que las realizadas con el esper-
madensimetro y espectrofotometro, para ambas
lineas genéticas. Cuando el volumen de eyaculado
fue alto, no presentaron diferencias estadisticas
entre los métodos de estimacion, sin embargo,
para volimenes bajos de eyaculado (< 250 ml) el
método CASA estima la concentracién mas alta con
respecto a los métodos ED y EF, y presenta dife-
rencias (p<0,05) con respecto a ambos métodos.
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El contenido espermdtico estimado en
época seca fue mayor (p<0,05) que el estimado
en época lluviosa para las 3 formas de medicion.
Dentro de época, la concentracién estimada en
época seca no fue diferente entre los métodos
de estimacion, mientras que en época lluvio-
sa, el espectrofotometro fue el procedimiento
que generd estimaciones mds bajas de presencia
espermadtica y fue diferente (p<0,05) de la con-
centracion estimada con los métodos ED y casA
(Cuadro 2).

El andlisis de correlacion lineal entre los
métodos de estimacion de la concentracion, fue
fuerte y positivo (0,96) entre los métodos ED y
EF. La correlacién entre los procedimientos ED y
CASA fue la menor con un valor de 0,23 y entre EF
y CASA lineal fue positiva, pero de baja magnitud
(0,30; Figura 2).
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Fig. 2.

Correlaciones entre los sistemas de medicion de la concentracion espermdtica. ED: espermadensimetro; EF: espec-

trofotdmetro; CASA: sistema computadorizado de andlisis de semen.

La interaccién entre el método de esti-
macién de la concentracién y el intervalo
entre extracciones fue significativa (p<0,05)
y mostré que cuando el intervalo entre extrac-
ciones seminales es alto, los 3 métodos pro-
porcionaron contenidos con mayor similitud.
Por el contrario, cuando los verracos son
sometidos a un ritmo mayor de extraccio-
nes seminales, los métodos resultaron mas

inexactos al estimar la densidad de semen
en el eyaculado (Figura 3A). El sistema CASA
tiende a estimar mayores aglutinaciones de
semen, cuando los verracos son sometidos a
un ritmo de extracciones menores, mientras
que cuando los animales se someten a ritmos
de extraccion mayor, el CASA tiende a estimar
menor la concentracion espermadtica con res-
pecto a los métodos EF y ED.
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Fig. 3.

A. Interaccion entre método de estimacion de la concentracion e intervalo entre extracciones. B. Interaccién entre

método de estimacién de la concentracién y grupo racial.

Los 3 métodos de estimacién de la
concentraciéon presentaron valores similares
cuando el grupo racial fue Duroc, sin embargo,
en los animales Pietrain las estimaciones con
el ED y EF fueron similares, pero la estimacion
con el sistema CASA fue significativamente menor
(Figura 3B).
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El efecto del intervalo entre extrac-
ciones sobre la concentraciéon espermdtica,
calculada con los 3 métodos de estimacidn, se
estudié al aplicar un modelo de regresién no
lineal. El espermadensimetro y el espectrofo-
témetro no se ajustaron (p>0,05) al modelo.
La estimacién de la concentracién por el
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sistema CASA mostré un efecto significativo
(p<0,05) sobre el intervalo entre extracciones

y, el nivel asintético, se estim6 a partir de 7,5
dias (Figura 4).

Método = CASA

600 T

488

375 A

263 -

Concentracién (x10%.ml™)

150 4, r
1.4 4,5

T T 1

7,5 10,5 13,6

Intervalo entre extracciones (dias)

Fig. 4.

Efecto del intervalo entre extracciones seminales sobre la concentracién espermadtica estimada con un sistema CASA

mediante un modelo de regresién no lineal. Modelo: y = § x a exp (—f/x).

No hubo efecto cuadratico significativo en
la superficie de respuesta estimada, pero si hubo
un efecto lineal (p<0,05). Los valores mds altos
de concentracién se encuentran en la esquina
inferior derecha de la gréfica de superficie de res-
puesta, que coincide con los valores menores de

volumen de eyaculado y mayores intervalos entre
extracciones. Los valores mds bajos de concen-
tracién espermdtica se encuentran en la esquina
superior izquierda, que coincide con valores altos
de volumen eyaculado y menores intervalos entre
extracciones seminales (Figura 5).
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Fig. 5.
volumen. Valores fijos: Edad = 36 meses.

El efecto de la edad de los animales, sobre
la estimacién de la concentracién espermatica,
mostré para todos los métodos de estimacién una
reduccidn de la concentracién conforme se incre-
menta la edad de los verracos. Esta reduccion
fue mds marcada en las estimaciones realizadas
con el espermadensimetro y menores con el
sistema CASA (Figura 6). El andlisis de regresion

Agronomia Costarricense 43(2): 25-43. ISSN:0377-9424 / 2019

Grifica de superficie de respuesta de concentracién espermdtica vs intervalo entre extracciones seminales vs

no lineal, entre volumen eyaculado y concentra-
cién, presentd una disminucién en los valores de
concentracion de semen, conforme el volumen
de eyaculado se incrementaba. Esta disminucién
fue mas pronunciada en volimenes inferiores a
250 ml, para las estimaciones de la concentracién
realizadas con el espermadensimetro y espectro-
fotémetro que con en el método casa (Figura 7).
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Fig. 6. Andlisis de regresion no lineal. Efecto de la edad sobre la concentracién espermadtica con 3 métodos de medicion.
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Fig. 7. Andlisis de regresion no lineal. Efecto del volumen sobre la concentracion espermadtica con 3 métodos de medicion.

DISCUSION

Se han reportado coeficientes de varia-
cion entre laboratorios, para la estimacion de la
concentracién espermadtica con valores que van
desde 23% hasta 80% en humano (Neuwinger et
al. 1990, Keel 2002) y de 11 hasta 26% en porci-
no (Ehlers et al. 2011). Aunque se han informado
pocos estudios similares en la literatura veteri-
naria, la situacién de la andrologia animal en los

laboratorios, probablemente no sea muy diferente
(Brito et al. 2016). Resultados con un amplio
margen de variabilidad (rango 23% a 73%) fue-
ron reportados por Neuwinger et al. (1990) en
una muestra de 10 laboratorios alemanes con
experiencia en la evaluacién espermadtica, mien-
tras que Matson (1995) reportd coeficientes de
variacion inter-individual, para concentracién de
espermatozoides a partir de los datos del control
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de calidad externo, obtenidos en la British Ferti-
lity Society del 64,7% en 24 muestras de semen
recogidas por técnicos de 20 laboratorios. En el
presente trabajo el coeficiente de variaciéon mds
elevado correspondié al método CASA, con un
valor de 45,38%. El alto coeficiente de variacion
mostrado, por los resultados con el sistema CASA,
se podria explicar también, porque en algunas
ocasiones el software de andlisis no reconoce o
excluye particulas no espermadticas; espermato-
zoides estdticos muy pequefios y poco brillantes
no son reconocidos por el sistema, aglutinaciones
de espermatozoides o inapropiadas diluciones de
la muestra, para lograr estimar con precision la
concentracion 6ptima (Tomlinson et al. 2010). A
pesar de que los coeficientes de variacion encon-
trados en el presente trabajo estdn por encima del
rango comparable con otros trabajos en la misma
especie, por lo general, solo un tercio o menos de
los casos realmente se encuentran dentro del 10%
de variaciéon (Mortimer et al. 1995). La precision
de las estimaciones de concentracién obtenidas
con el uso de sistemas CASA puede verse afecta-
da, porque cada sistema automatizado tiene su
propio hardware y software; ademds, se deben
tener consideraciones sobre el tipo de cdmara y
la preparacion de la muestra que podrian intro-
ducir variacién en las estimaciones.

La concentraciéon espermdtica presenta
variacion en los machos de diferentes especies.
Estd condicionado tanto por factores genéticos
como ambientales que afectan la calidad y can-
tidad del eyaculado (Holt et al. 1997). Algunos
estudios han revelado variabilidad en los paré-
metros espermdticos morfométricos en relaciéon
con la concentracién del semen en eyaculados de
perros (Rijsselaere et al. 2004), equinos (Davis
et al. 1993) y verracos (Banaszewska et al. 2009,
Kondracki et al. 2011). Otras investigaciones
indican diferencias en las dimensiones y formas
de los espermatozoides dentro de una misma
especie, también entre razas de una misma espe-
cie como en verracos (Kondracki er al. 2005,
Saravia et al. 2007).

La concentracién estimada con el sis-
tema CASA fue mayor que la estimada con el
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espectrofotometro. La estimacion realizada con
el espermadensimetro no presenté diferencias
estadisticas con los 2 métodos de estimacién
anteriores. Al respecto, las mediciones realizadas
con el espermadensimetro estdn sujetas a fuen-
tes de variabilidad externas, como particulas de
suciedad, espermatozoides inmaduros, células
sanguineas y epiteliales, nimero de leucocitos y
residuos celulares, que aumentarian la turbidez
del semen y podria tenderse a sobrestimar los
resultados (Eustache et al. 2001). La estimacion
de la concentracién con el espectrofotometro fue
la menor, sin embargo, mostré un coeficiente de
variacién del orden del 40%, que fue mayor que el
reportado en otros trabajos con el mismo método
(Zrimsek 2011). La curva de calibracion de este
instrumento puede influir en las mediciones y
subestimar los resultados. El uso de controles de
semen en muestras con presencia de particulas,
junto con el uso de diferentes lineas de calibra-
cién en funcion del control, se ha descrito como
una alternativa para aumentar la precision y
exactitud de los resultados del espectrofotémetro
(Emik y Sidwell 1947).

Los resultados observados en este trabajo
para la estimacién de la concentracién con los
métodos ED y EF fueron mayores que los reporta-
dos por (Vianna et al. 2004) en semen de verraco,
sin embargo, los coeficientes de variacién fueron
menores al indicar que las estimaciones en el pre-
sente trabajo fueron mds precisas. Por otra parte
los valores estimados de concentracion, con estos
2 métodos fueron inferiores a los reportados por
Murgas et al. (2010). Diferencias entre métodos
de medicién por espectrofotometro y sistemas
CASA han sido reportados previamente (Eljarah
et al. 2013). En relacion con la exactitud de los
datos, los resultados muestran una menor varia-
bilidad cuando se utilizé el espermadensimetro,
lo que es contrario a Murgas et al. (2010), quienes
encontraron una menor variabilidad al utilizar el
espectrofotémetro en verracos. Datos muy infe-
riores a los encontrados en este trabajo fueron
reportados por Hansen et al. (2002), al utilizar
hemacitémetros y espectrofotometria en porcino
con valores de 10,2 y 6,3%, respectivamente.
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Los resultados del presente estudio revelan
que los verracos Duroc tuvieron mayores con-
centraciones de espermatozoides que los Pietra-
in, para todos los métodos de estimacioén. Esto
coincide con los trabajos de Banaszewska et al.
(2009), Kondracki et al. (2011), Wolf y Smital
(2009) y Smital et al. (2004) en verracos Pietrain
y Duroc, respectivamente. Ademads, se ha descrito
una relacion entre los pardmetros morfométricos
de los espermatozoides y la concentracién esper-
mdtica en los eyaculados. Los espermatozoides
en los eyaculados menos concentrados tienden a
presentar cabezas mds grandes que los esperma-
tozoides en los eyaculados con concentraciones
mds altas. Esto es confirmado en estudios con
verracos Pietrain (Banaszewska et al. 2009),
Duroc (Kondracki et al. 2011) y en bovino (Kon-
dracki et al. 2012), que han demostrado que los
espermatozoides tienen cabezas mds grandes en
los eyaculados en que la concentracion de esper-
ma es mds baja.

No hubo diferencias entre los métodos de
medicién de la concentracién cuando el interva-
lo entre extracciones seminales fue mayor de 9
dias. Cuando el intervalo fue menor de 9 dias,
s6lo hubo diferencias entre EF y casa. Dentro
del método no hubo diferencias en intervalos
entre extracciones superiores e inferiores a 9
dias, lo que indica que el efecto del descanso a
los verracos, entre extracciones seminales, no
mejora significativamente la concentracion en el
eyaculado. La interaccién entre la concentracion
espermdtica y el intervalo entre extracciones
seminales fue significativa para el método CASA y
el nivel de asintota fue determinado en 7,5 dias, lo
que indica que intervalos superiores, a una sema-
na de descanso entre extracciones seminales, no
mejoraria significativamente la concentracién
de espermatozoides en el eyaculado. De acuerdo
con los trabajos de Rutten et al. (2000), Frangez
et al. (2005) y Smital (2009) si se considera el
nivel asintético estimado en el presente trabajo, se
podria proponer un intervalo entre extracciones
entre 7 a 10 dias como apropiado para optimizar
la calidad seminal desde el punto de vista biol6-
gico. Rutten et al. (2000) investigaron intervalos

de recoleccion de 1 a 10 dias y encontraron que el
mayor nimero de dosis por recoleccion se puede
generar para intervalos de 7 a 10 dias.

En todos los métodos de estimacion, la
concentracién fue menor cuando el volumen de
eyaculado fue mayor, esto podria explicarse por
un efecto de dilucién que hace que por unidad
de volumen haya menos espermatozoides, porque
hay mds plasma seminal. Se ha descrito en traba-
jos previos (Wolf y Smital 2009), que el nimero
total de espermatozoides es funcién del volumen
y la concentraciéon espermadtica. Sin embargo,
cuando los volimenes de eyaculado son bajos,
los métodos estiman con mayor variabilidad la
concentracién espermdtica al encontrarse una
diferencia de medias significativa entre el EF y el
sistema CASA de 83,09x100.ml"!.

Al analizar el efecto de época sobre la
concentracién seminal, se encontré que durante
la estacion seca la concentracién espermdtica fue
mayor que en la lluviosa, independientemente
del método utilizado para estimacién. Dentro de
época solo hubo diferencias en la estimacién de
la concentracién entre los métodos EF y CASA en
la estacién lluviosa. En condiciones tropicales,
la reproduccién de los animales es continua, sin
embargo, el efecto de la temperatura, humedad
relativa y precipitaciones pueden afectar la efi-
ciencia reproductiva (Weitze 2000, Rodriguez-
Martinez y Wallgren 2000).

El coeficiente de correlacién proporciona
una estimacién de la asociacién lineal entre las
mediciones obtenidas por los métodos de esti-
macién de la concentracion. Mide la fuerza de
asociacion y, en la literatura se ha utilizado en
muchos estudios, como comparacién entre dife-
rentes procedimientos para determinar la concen-
tracién del esperma (Prathalingam er al. 2006).
Las técnicas de mediciéon de la concentracién
espermatica se han basado en disefios estadisticos
correlativos para determinar la relacién entre los
de estimacion y factores como exactitud, preci-
sién y repetibilidad (Rigby et al. 2001, Evenson
et al. 1993).

Hubo una interaccion significativa entre
el método de estimacién de la concentracién
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espermdtica y el intervalo entre extracciones
seminales. Los métodos de medicién tienden a
presentar mds variabilidad cuando los verracos
son sometidos a frecuencias mayores de extrac-
cién de semen y el efecto se ve mds pronunciado
en el sistema CASA, seguido del espermadensime-
tro y por ultimo, el espectrofotémetro. Una mayor
frecuencia de extracciones podria provocar que
haya mds células inmaduras, epiteliales y residuos
celulares, que fuesen reconocidos como esperma-
tozoides en el andlisis de imagen y, como resul-
tado de ello, la concentracién es mayor (Eustache
et al. 2001). El efecto de la interaccion también
sugiere que mantener los verracos en descanso
entre extracciones de semen, no tiende a mejorar
la concentracién espermdtica y para el sistema
CASA se establecid un nivel asintético de 7,5 dias,
por encima del cual, la concentracién espermética
no se incrementa significativamente. Otros auto-
res recomiendan una frecuencia de recoleccién
de una vez por semana (Rozeboom 2000), mien-
tras que en otros trabajos se ha establecido que
para optimizar el uso de los verracos se realicen
colecciones 3 veces cada 15 dias (Flowers 2002).
Langendijk (2001), Soede et al. (2002), y Steve-
rink (1999) recomiendan usar los verracos cada 6
dias, lo que es muy similar a lo encontrado en este
trabajo a partir de 7,5 dias como punto asintético
de intervalo entre extracciones.

La interaccion entre método de estimacion
de concentracién y grupo racial fue significati-
va. Se encontré que en la raza Duroc existe una
mayor exactitud al medir la concentracién que en
Pietrain, donde la mayor variabilidad fue presen-
tada en la evaluacién con el sistema CASA. Se ha
reportado que hay variacién individual (Kondrac-
ki et al. 2011) y entre raza (Saravia et al. 2007),
lo que puede explicar los resultados observados
en el presente trabajo. La menor concentracién
observada en los verracos Pietrain, al utilizar el
método CASA, puede deberse a las condiciones
particulares del andlisis de imagen, como por
ejemplo el reconocimiento de espermatozoides
estdticos, por lo que es recomendable después de
cada andlisis de semen con equipos automatiza-
dos, que los técnicos de laboratorio realicen una
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revision de los campos capturados para evitar la
introduccién de sesgos en los resultados.

Debido a que una grifica de superficie solo
muestra 2 variables categdricas por vez, el resto
de las variables se mantuvieron a un nivel cons-
tante. La edad se mantuvo fija en 36 meses. En el
presente trabajo, los valores mds altos de concen-
tracién coincidieron con los menores de volumen
de eyaculado y mayores intervalos entre extrac-
ciones y viceversa. Bonet et al. (1991) reportaron
mayores concentraciones de semen cuando el
intervalo entre extracciones fue semanal. Por
otro lado, Wolf y Smital (2009) han reportado
correlaciones entre volumen de eyaculado y con-
centracion espermdtica del orden de -0,61, lo que
refuerza los resultados observados en este traba-
jo. La relacion entre volumen e intervalo entre
extracciones seminales sobre la concentracién
de espermatozoides, también ha sido analizada
por FrangeZ et al. (2005), quienes observaron
que la concentracién se disminuyé cuando se
incrementd el volumen eyaculado y se aumentd
la frecuencia de extracciones de semen en los
verracos. Aunque un intervalo entre extracciones
mayor puede mejorar la calidad seminal, Rutten
et al. (2000) demostraron que desde el punto de
vista econémico y de produccién de dosis semi-
nales, intervalos menores mejoran la utilidad de
la granja, sin embargo, esto puede conllevar a una
disminucion de la calidad y valor biolégico de los
espermatozoides (Strzezek et al. 1995) similar a
la apoptosis de las células somdticas.

El andlisis de regresion no lineal, entre
edad de los verracos y concentracion, mostré una
reduccion del mismo conforme se incrementd
la edad y para todos los métodos de estimacion.
Esto concuerda con algunos trabajos previos
(Flowers 2002), donde se recomienda mantener a
los verracos hasta los 24 meses, ya que su calidad
seminal disminuye. Aunque la tendencia fue la
misma en todos los métodos de estimacién, la
disminucién de la concentracién fue mads evi-
dente en los métodos ED y EF que en el sistema
CASA. La elevada concentraciéon mostrada en los
verracos jovenes se corresponde con lo reportado
por Clark et al. (2003) en verracos desde 8 hasta
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14 meses de edad, con pocos cambios a partir
de entonces y tendiendo a disminuir con la edad
(Rutten ef al. 2000), lo que es coincidente con el
presente trabajo.

En conclusion, los métodos de estimacion
de la concentracién espermdtica presentan una
variabilidad en los resultados que debe ser mini-
mizada, mediante la identificacion de fuentes de
variacién para mejorar la exactitud y asegurar un
nimero adecuado de dosis seminales. El intervalo
entre extracciones seminales dptimo se encuentra
entre 7 y 10 dfas, con un nivel asintético sobre 7,5
dias. La variacién inter-razas demostré que los
verracos Duroc presentan eyaculados mds con-
centrados que los Pietrain, independientemente
del método de estimacion de la concentracion, sin
embargo, en la raza Pietrain se presenté mayor
variabilidad de resultados entre los métodos. El
volumen eyaculado present6 una relacion negati-
va con la concentracién espermadtica en todos los
equipos de medicién. En época seca, los animales
presentan valores de concentracién espermatica
mayores que en época lluviosa. La concentracién
de semen disminuye conforme se incrementa el
volumen de eyaculado y la edad de los verracos
en los 3 métodos de estimacidn, pero en el caso de
la edad, el sistema CASA presenta una pendiente
menor que en los métodos ED y EF.
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