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Condiciones optimas del analisis CASA-Mot del semen de
verraco: efecto de la tasa de fotogramas para diferentes
camaras y campos de recuento espermatico

Optimal conditions for CASA-Mot analysis of boar semen: Effect of frame
rate for different chambers and sperm count fields

Vinicio Barquero', Francisco Sevilla!, Josué Calderén-Calderén!, Méonica Madrigal-
Valverde??, Marlen Camacho', Hernan Cucho®, Anthony Valverde's

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el efecto de la tasa de fotogramas sobre
diferentes profundidades de camara de recuento espermatico en semen de verraco y
analizar la distribucion de los espermatozoides en los campos longitudinales de la cdmara
de conteo. Se colecté una muestra de semen a 10 verracos Pietrain de 2-3 afos. Se
determinaron ocho parametros de cinética espermatica mediante el sistema CASA
(Computer-assisted semen analysis)-Mot (ISAS®v1). Se utilizaron camaras ISAS®*D4C
con profundidades de 10, 16 y 20 um a una frecuencia de captura de imagen de 25, 40y 60
fotogramas por segundo (fps). La profundidad de camara afect6 las variables de cinética
espermatica, obteniéndose valores mas altos a 20 pm. La tasa de fotogramas (FR) presen-
to una relacion positiva con los parametros de cinética obteniéndose valores mas altos a
60 fps, excepto para la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) que presen-
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td un comportamiento inverso. Segln el analisis de regresion no lineal, la variable mas
sensible al cambio en FR fue la velocidad curvilinea (VCL), donde el mejor nivel fue dado
con 80 fps. Se observd una disminucion progresiva en los patrones cinematicos confor-
me los espermatozoides avanzaban por los campos de las camaras. Se concluye que el
uso de diferentes camaras de recuento y el incremento en el namero total de fps genera
cambios significativos en la estimacion de parametros de cinética espermatica en el verraco.

Palabras clave: espermatozoide, fotograma, camara de recuento, verraco, reproduccion

ABSTRACT

The aim of the study was to determine the effect of the frame rate on different
depths of the sperm counting chamber in boar semen and to analyse the distribution of
sperm in the longitudinal fields of the counting chamber. A semen sample was collected
from ten 2-3-year-old Pietrain boars. Eight sperm kinetic parameters were determined
using the CASA (Computer-assisted semen analysis) - Mot (ISAS®v1) system. ISAS®*D4C
cameras with depths of 10, 16 and 20 pm were used at an image capture rate of 25,40 and
60 frames per second (fps). Chamber depth affected the sperm kinetic variables, obtaining
higher values at 20 pm. The frame rate (FR) presented a positive relationship with the
kinetic parameters, obtaining higher values at 60 fps, except for the amplitude of the
lateral displacement of the head (ALH), which presented opposite values. According to
the nonlinear regression analysis, the most sensitive variable to the change in FR was the
curvilinear velocity (VCL), where the best level was observed with 80 fps. A progressive
decrease in kinematic patterns was provided as sperm advanced through the fields of the
chambers. It is concluded that the use of different counting chambers and the increase in
the total number of fps generates significant changes in the estimation of sperm kinetics

parameters in the boar.
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INTRODUCCION

La eficiencia en el uso de las técnicas
de la reproduccion porcina es esencial y for-
ma parte del desafio que enfrenta la industria
a futuro (Broekhuijse et al., 2015). Asimis-
mo, la fertilidad puede estar asociada a mul-
tiples factores del verraco, como el manejo,
el intervalo de extraccion (Lopez-Rodriguez
et al., 2017), la concentracion (Valverde et
al.,2019d), la edad y la movilidad (Broekhuijse
etal.,2012). Por lo tanto, el estudio de estos
factores y los parametros de la calidad del
semen forman parte del avance tecnologico
empleado a partir del analisis espermatico por
medio de los sistemas computarizados de

analisis seminal (CASA, Computer Assisted
Semen Analysis) (Valverde et al., 2019Db,
2020).

Los sistemas CASA permiten analizar
el semen de forma objetiva y reducir el error
asociado respecto de los analisis realizados
en campo (Amann y Waberski 2014;
Gallagher et al., 2018; Valverde y Madrigal-
Valverde, 2018) y aportan mas informacion
al describir patrones cinematicos de los
espermatozoides (Ehlers et al., 2011;
Valverde y Madrigal-Valverde, 2018). El ana-
lisis profundo de estos parametros cinéticos
junto con la movilidad seminal permite una
mejor caracterizacion de los criterios de eva-
luacion de los reproductores (Barquero et al.,
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2021); sin embargo, la determinacion de los
valores de movilidad puede variar incluso
cuando se utilizan configuraciones similares
entre los sistemas CASA (Ehlers et al., 2011).
Ademas, las variables de movilidad y cinética
estan influenciadas por el tipo de equipo utili-
zado y sus aditamentos, como por ejemplo,
las camaras de recuento espermatico (Soler
etal.,2012). En estudios realizados con dife-
rentes tipos de camara de recuento, profun-
didad y/o alturas y formas de llenado, se ha
demostrado el efecto sobre algunos
parametros de movilidad (Del Gallego et al.,
2017; Soler et al., 2017, 2018). Incluso los
campos de analisis dentro de una misma ca-
mara de recuento pueden influir sobre las
variables cinematicas de los espermatozoides
(Valverde y Madrigal-Valverde, 2019).

Los sistemas CASA-Mot presentan
variaciones debido a factores internos y ex-
ternos al software (Valverde et al., 2020).
Un factor importante de considerar en el ana-
lisis es la tasa de fotogramas (FR) utilizada
(Valverde et al., 2019¢). Hay evidencia que
el FR no condiciona los resultados de movili-
dad total y progresiva (Castellini et al., 2011).
En el analisis cinematico, las trayectorias de
las células pueden variar segun la configura-
cion de fotogramas por segundo (frame per
second, fps) (Lu et al., 2014). De esta ma-
nera, las diferentes configuraciones de los
sistemas CASA-Mot pueden condicionar los
analisis cinéticos, ya sea por un inadecuado
reconocimiento de la distancia en las trayec-
torias de las células espermaticas analizadas
(Amann y Waberski, 2014) o por limitacio-
nes técnicas de las camaras digitales
(Boryshpolets et al., 2013; Bompart et al.,
2018; Caldeira et al., 2019; Gacem et al.,
2020b). Con base en estos antecedentes, el
objetivo del presente estudio fue determinar
el efecto de la tasa de fotogramas sobre di-
ferentes camaras de recuento espermatico
para semen de verraco analizado con un sis-
tema CASA-Mot, asi como analizar la distri-
bucidon de los espermatozoides a lo largo de
los campos longitudinales de la camara de
recuento.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion

Se trabajo con cuatro granjas porcinas
en los cantones de Rio Cuarto y San Carlos,
de la region Huetar Norte, Costa Rica. Las
caracteristicas climaticas de la zona durante
el periodo experimental indicaron una tem-
peratura ambiental en el rango de 16-
28 °C (minima y maxima), humedad relativa
de 70-90% y una precipitacion anual supe-
rior a 3000 mm. El manejo productivo de las
granjas se encontr6 dentro de las regulacio-
nes del Reglamento sobre granjas porcinas
N.°37155-MAG (Ministerio de Agricultura
y Ganaderia, Costa Rica). Los analisis
seminales se realizaron en el Laboratorio de
Reproduccion Animal del Centro de Investi-
gacion y Desarrollo en Agricultura Sosteni-
ble para el Tropico Himedo (CIDASTH),
Campus Tecnologico Local San Carlos, Ins-
tituto Tecnologico San Carlos, Alajuela, Cos-
ta Rica. El experimento fue realizado duran-
te el afio 2017.

Animales

Se utilizaron 10 verracos (Sus scrofa
domestica), a razén de 2.5 £ 1.0 verracos
por granja, con edades entre 2 y 3 afios y con
un adecuado estado de salud. Los animales
pertenecian a una linea comercial de la raza
Pietrain que se selecciona genéticamente por
caracteres de crecimiento y rendimiento ma-
gro. Los animales se alojaron en corrales in-
dividuales dentro de un sistema de produc-
cion intensivo con acceso a agua ad libitum
y una oferta total de 2.0 kg dia™! (distribuido
en dos partes) de alimento balanceado fabri-
cado en la granja, conforme a los requeri-
mientos nutricionales para porcinos (National
Research Council, 2012).

Semen

Un técnico recolectd un eyaculado por
verraco (n=10) mediante el método de «mano
enguantada» utilizando un termo colector y



V. Barquero et al.

una bolsa de colecta seminal (Minitube, Ale-
mania) que separaba la secrecion gelatinosa
de las glandulas bulbouretrales del eyaculado.
La muestra seminal se protegio de laluzy se
colocd en un bafio maria a 37 °C. El semen
se diluy6 1:1 (vol:vol) con un diluyente co-
mercial (Androstar®Plus, Minitube, Alema-
nia) pudiendo mantenerse hasta por siete dias.
Las muestras, al analizarse en el laboratorio,
debian presentar un minimo de 85% de mor-
fologia normal, 85% de movilidad total
(ISAS®v1, Proiser R+D, Espafa) y una con-
centracion superior a 250x10° esper-
matozoides ml"! (Fotometro SDM 1, Minitube,
Alemania); ademas, se verificd que estuvie-
ran libre de contaminacion por medio de una
evaluacion macroscopica de color y olor.

Las muestras se colocaron en una caja
térmica de polipropileno (17 °C; Plastimex,
Meéxico) para su traslado hasta el laborato-
rio, donde se sometieron al protocolo de in-
greso a las instalaciones y se conservaron
durante 24 h en posicion horizontal a 17 °C
(Polar Refrigeration, Reino Unido). Posterior-
mente, las muestras se homogenizaron y se
tomo6 una alicuota de 1 ml en un microtubo
(Eppendorf®, Alemania) de 1.5 ml que fue
colocada en una estufa a 37 °C durante 20
min antes del analisis espermatico. Luego, se
tomaron dos alicuotas de 400 pul en microtubos
Eppendorf® de 1.5 ml (réplicas) y se diluye-
ron en una proporcion de 1:5 (vol:vol) de se-
men y diluyente, respectivamente, para su
analisis.

Camaras de recuento y técnica de llenado

El analisis de las variables de cinética
espermatica se realiz6 mediante el uso de
camaras de recuento comerciales ISAS*D4C
que poseen un cubreobjetos fijo unido por
pegamento (Proiser R+D, Espafia) con pro-
fundidades de 10, 16 y 20 pm, cuyo principio
de llenado es la difusion capilar. Las cama-
ras se precalentaron a 37 °C en una placa
calefactora (ISAS PC 12T®, Proiser R+D,
Espafia). Las muestras se homogenizaron

Figura 1. Diferentes profundidades de camara
de recuento ISAS®D4C desechables y el
campo analizado. (a): D4C10. (b): D4C16.
(c): D4C20. Los numeros (1-7) dentro de la
camara representan los campos de captura

antes de cargarse en las camaras de recuen-
to. El cargado (2.7 pul) se realizo siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Figura 1).
Las camaras se mantuvieron en la placa
calefactora durante 15 s a 37 °C para evitar
el choque térmico. Para el analisis, se asigno
al azar el orden de las camaras utilizadas para
evitar el efecto del tiempo de incubacion.
Cada muestra fue evaluada en las tres ca-
maras por duplicado. Para estudiar el efecto
de la ubicacion del campo sobre la movilidad
de los espermatozoides se identificaron siete
campos longitudinalmente en D4C 10, 16 y
20 um (Figura 1) y se captur6é un minimo de
200 espermatozoides por campo de analisis.

Analisis CASA-Mot

La evaluacion objetiva de la cinética de
los espermatozoides se realizo utilizando el
sistema computarizado CASA-Mot ISAS®v1
(Proiser R+D, Espafia) combinado con un
microscopio UB200i (Chongqing UOP
Photoelectric Technology, China) equipado
con un objetivo de contraste de fase negativo
10X (AN 0.25), una platina calefactora a
37 °C incorporada y una camara digital de
Proiser 782m (Proiser R+D). Las muestras
fueron analizadas utilizando una frecuencia
de captura de imagen de 25, 40 y 60 fps cap-
turando un total de 25 imagenes.
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Los parametros CASA-Mot fueron ge-
nerados utilizando el modulo de analisis de
movilidad (ISAS®v1) con la configuracion
para la especie porcina recomendada por el
fabricante, capturandose siete campos por
camara, con una réplica en cada caso. El
analisis de los patrones cinematicos de los
espermatozoides consiste en un proceso de
captura inicial de una imagen que va a pro-
porcionar un centroide para cada esperma-
tozoide en el primer fotograma de una captu-
ray a continuacion, en imagenes sucesivas,
la localizacion de la célula a partir del
centroide mas probable es deducida.

Se evaluaron los siguientes parametros
cinematicos:

e Velocidad curvilinea (VCL, um s!). La
suma de las distancias entre cada posi-
cion del espermatozoide (centroide) di-
vidida por el tiempo de andlisis,

e Velocidad rectilinea (VSL, pum s). La
distancia en linea recta entre la primera
y la tltima posicion del espermatozoide
dividida por el tiempo de analisis,

e  Velocidad de trayectoria promedio (VAP,
ums™). La velocidad promedio de la tra-
yectoria determinada como la velocidad
promediada en el tiempo de un esper-
matozoide a lo largo de su trayectoria
media,

e Indice de oscilacion (WOB, %). Oscila-
cion de la trayectoria real alrededor de
la trayectoria media. WOB = VAP/
VCL*100, adimensional,

e Indice de rectitud (STR, %). Medida de
lalinealidad de la trayectoria media: STR
=VSL/VAP*100, adimensional),

e Indice delinealidad (LIN, %). Linealidad
de la progresion hacia adelante o la
linealidad de la trayectoria curvilinea. LIN
=VSL/VCL*100, adimensional

e Desplazamiento lateral de la cabeza
(ALH, pm). Distancia promedio de la ca-
beza de los espermatozoides (centroi-
des) expresada como desviacion de la
trayectoria media,
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e Frecuencia de entrecruzamiento (BCF,
Hz). Se expresa como el niimero de
movimientos oscilatorios laterales de la
cabeza del espermatozoide (centroide)
alrededor de la trayectoria media.

Los errores de reconocimiento de las
trayectorias los revis6 el mismo técnico y los
elimino cuando fue necesario, para evitar la
introduccion de distorsiones en los resultados
finales.

Tasa de Fotogramas

La tasa de fotogramas Optima se deter-
mino a partir de la VCL de los esperma-
tozoides utilizando las reconstrucciones de las
trayectorias punto por punto para cada tasa
de fotogramas probada. Los resultados
cinéticos se sometieron a un analisis de re-
gresion no lineal mediante el siguiente mode-
lo: y = B.a exp (-8/x), donde y es la VCL, x
es la tasa de fotogramas, a es el nivel
asintotico, B es la tasa de incremento a la
asintota y exp es la base de los logaritmos
naturales.

El significado biologico de la formula es
que los valores asintoticos para o represen-
tan el maximo alcanzable cuando la tasa de
fotogramas (frame rate, FR) esta por enci-
ma del valor umbral. El valor umbral se cal-
culd convencionalmente como el frame rate
necesario para obtener el 95% del valor maxi-
mo. La tasa de aproximacion a la asintota
representa la dependencia de la curva con el
FR; es decir, un valor relativamente mayor
de a indica un mayor aumento de la VCL a
medida que aumenta el FR y viceversa.

Analisis Estadistico

El efecto profundidad de la camara de
recuento espermatico ISAS®D4C (10, 16,20
um) o de la tasa de fotogramas capturado en
cada campo de analisis CASA-Mot (25, 40,
60 fps) se analizaron bajo un modelo lineal de
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efecto fijo. Las diferencias entre medias se
analizaron mediante la prueba de Bonferroni.
El modelo estadistico utilizado fue: Y., =p+

i(k)
Ctegn,o0Y, ,=utF +eg,, donde?Y, =

representa la variable cing;nética del(kl)os
espermatozoides; p es la media general de la
variable Y; C, = el efecto de la camara de
recuento (i = 1, 2, 3); F= el efecto de la tasa
de fotogramas (j =1,2,3) y €y = el error
experimental. Se suponen variables aleatorias
e independientes con distribucion N (0, o).
Todos los analisis se ejecutaron con el pro-
grama estadistico InfoStat/P (Di Rienzo et
al., 2020), con un nivel de significancia de
0.05. Los resultados se muestran como me-

dia + error estandar de la media.

RESULTADOS

Efecto de la profundidad de la camara de
recuento y la tasa de fotogramas utilizada
sobre la cinemdtica de los espermatozoides

El analisis de los parametros cinematicos
de los espermatozoides (VCL, VSL, VAP,
STR, ALH y BCF) fue generalmente carac-
terizado por un valor significativamente mas
alto en la camara de 20 um, seguido de la
camara con la profundidad de 16 um y los
valores mas bajos se asociaron con la pro-
fundidad de camara de 10 um (p<0.05). No
hubo diferencias en la LIN de las camaras
de 10 y 16 um, pero si entre estas respecto
de la camara de 20 um. Respecto de la WOB,
no hubo diferencias entre las camaras de 16
y 20 um, pero si hubo diferencias con la ca-
mara de 10 um (Cuadro 1).

Al analizar la cinética espermatica en
funcién de la tasa de fotogramas, se encon-
traron diferencias (p<0.05) conforme se
incrementa el FR para las variables VCL,
LIN, STR, WOB, ALH y BCF. El incremen-
to no fue significativo para las variables VSL
y VAP después de 40 fps, pero los valores
obtenidos a 25 fps fueron diferentes respec-
to de 40 y 60 fps (p<0.05) (Cuadro 2). Al
aumentar el FR se redujo la distancia entre

centroides (Figura 2) y con ello disminuy6 la
distancia de desviacion de la cabeza de los
espermatozoides a partir de la trayectoria
media.

Nivel optimo de tasa de fotogramas y dis-
tribucion de las variables cinemdticas en
camaras de recuento espermdtico a dife-
rentes profundidades

Se calculo el nivel 6ptimo de tasa de
fotogramas para cada profundidad de cama-
ra de recuento. La variacion en los resulta-
dos indic6 un aumento en la VCL al incre-
mentar el FR, indistintamente de las profun-
didades de la camara. Sin embargo, el incre-
mento asintdtico para la VSL y VAP con el
aumento del FR no es tan evidente cuando
se utilizan cadmaras de recuento de 20 um. Los
valores de VCL fueron de 40.7 £ 0.4 um s a
cuando se capturaron 25 fps en camaras a
10 pm de profundidad y 83.5 £ 2.2 um s!
cuando se tomaron 60 fps en camaras a 20 um,
lo que significé un aumento del 105.1%. En
este sentido, la tasa de cambio porcentual para
la variable VSL al pasar de 25 a 60 fps en
camaras a 20 um fue de 1.0% y para el VAP
de 12.6% cuando se compararon los valores
obtenidos a 25y 60 fps en camaras D4C10 y
D4C20, respectivamente (Figura 3).

La variable mas sensible a los cambios
enel FR fuela VCL. La estimacion del nivel
optimo de FR fue superior a 80 fps, y la tasa
de incremento () disminuy6 en el orden del
56.5% al incrementarse en 10 um la profun-
didad de la camara de recuento utilizada (Cua-
dro 3).

Efecto del campo de captura analizado den-
tro de la camara de recuento espermatico

Cuando se capturaron las imagenes a
25 fps en camaras de 10 y 16 um no se ob-
servo una tendencia clara en los parametros
cinematicos a medida que los espermatozoides
se movilizaron desde el punto de deposicion
inicial hasta el ultimo campo. Sin embargo,
con la D4C10 se observo una mayor (p<0.05)
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Cuadro 1. Efecto de la profundidad de la cAmara de recuento espermatico ISAS®D4C (10,
16, 20 pm) sobre variables de cinética celular (medias + EE) del semen de verracos
Pietrain analizado con un sistema CASA-Mot

Profundidad de la camara de recuento (um)

Variable 10 T 20

VCL (ums™) 52.5+0.6° 60.1 +0.5° 69.8 £0.8*
VSL (um s™) 34.0+0.5° 37.7+0.3° 41.0+04*
VAP (um s!) 40.3 £0.6° 42.7+£0.4° 473+04°
LIN (%) 71.5+0.5° 71.8 +0.4° 74.9 £ 0.4
STR (%) 79.4 £ 0.7¢ 87.8+0.2° 89.6 +0.2?
WOB (%) 76.4 + 0.6° 78.1£0.4 78.5+0.52
ALH (pm) 1.4+£0.0° 1.6 £0.0° 1.8+ 0.0?
BCF (Hz) 10.0 £0.2¢ 11.7+0.1° 12.6 £0.22

VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; VAP: velocidad promedio; LIN: indice de linealidad;
STR: indice de rectitud; WOB: indice de oscilacion; ALH: desplazamiento lateral de la cabeza; BCF:
frecuencia de entrecruzamiento

abc Dentro de fila, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas (p<0.05)

Cuadro 2. Efecto de la tasa de fotogramas capturado en cada campo de analisis CASA-Mot
sobre variables de cinética espermatica (medias + EE) del semen de verracos

Pietrain
. Tasa de fotogramas

Variable 5 m 0

VCL (um ™) 50.7+0.2¢ 59.4+0.5° 722+ 1.0%
VSL (um s!) 34.5+0.3° 38.7+042 39.5+£0.52
VAP (ums) 39.2+0.3° 45.1+£0.5° 46.0 + 0.6*
LIN (%) 71.1+0.3¢ 722 +£0.4° 75.0+£0.6*
STR (%) 82.7+0.4°¢ 85.7+0.5° 88.4+0.5°
WOB (%) 76.1 £0.4° 77.8 £0.4° 79.1 +£0.6*
ALH (um) 1.8+0.0% 1.5+0.0° 1.5+0.0°
BCF (Hz) 8.0+0.1¢ 10.7 £0.1° 15.6+0.22

VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; VAP: velocidad promedio; LIN: indice de linealidad;
STR: indice de rectitud; WOB: indice de oscilacion; ALH: desplazamiento lateral de la cabeza; BCF:
frecuencia de entrecruzamiento

abc Dentro de fila, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 2. Efecto de la tasa de fotogramas
(frame rate) sobre las trayectorias de
espermatozoides de verracos Pietrain con la
camara de recuento ISAS®D4C20. (a): 25
fps. (b): 40 fps. (c): 60 fps. La linea roja re-
presenta la velocidad curvilinea (VCL, ums™),
la azul representa la velocidad rectilinea
(VSL, um s) y la verde representa la velo-
cidad promedio (VAP, um s)

amplitud del desplazamiento lateral de la ca-
beza (ALH) en el ultimo campo de analisis.
Asimismo, la frecuencia de entrecruzamien-
to (BCF) con la camara D4C16 fue mayor
en el tltimo campo de la camara respecto del
primero (Cuadro 4). Con la camara D4C20

se encontraron los mismos resultados; no obs-
tante, se puede observar un cambio en el pa-
tron de rectitud del espermatozoide a lo largo
del proceso de conteo y una reduccion en el
valor de velocidad (VCL) en el tiltimo campo
de analisis (Cuadro 4).

Con respecto a la captura de imagenes
a 40 fps en la cdmara D4C10, los valores
mas altos de las velocidades (VCL, VAP) y
de linealidad (LIN) se observaron mas cerca
del punto de deposicion. En la camara D4C16,
se observo este mismo comportamiento para
la VCL y el indice de oscilacion (WOB). Sin
embargo, el ALH y la BCF mostraron un
comportamiento inverso al presentar mayo-
res valores cinematicos en el ultimo campo
de analisis. No hubo diferencias significati-
vas para los valores cinematicos en los tres
campos de analisis en las camaras D4C20
(Cuadro 5).

Finalmente, cuando se capturaron cam-
pos a 60 fps, se observd una disminucion
(p<0.05) de la velocidad (VAP) en el tltimo
campo de analisis respecto del punto de de-
posicion en la camara D4C10. Para D4C16,
se observo una disminucion (p<0.05) progre-
sivade la velocidad (VCL, VSL y VAP) con-
forme los espermatozoides avanzaban por la
ruta de conteo (campos 1 a 7), en tanto que
para D4C20 se presentd una variacién que
contrasto con las observaciones previas, pues
la VCL y WOB aumentaron conforme se avan-
zaba por el campo de analisis (Cuadro 6).

Aunque no hubo un efecto cuadratico
significativo en la superficie de respuesta es-
timada, se tuvo un efecto lineal (p<0.05). Los
valores mas altos para todos los parametros
cinematicos, salvo la BCF, se encuentran en
la esquina superior derecha de las graficas
de superficie de respuesta, y coincide con los
valores mas altos de FR y profundidad de
camara de recuento espermatico. En forma
similar, los valores mas bajos de los
parametros cinematicos, excepto la BCF, se
encontraron en la esquina inferior izquierda,
que coinciden con un menor FR y menores
profundidades de camara. Para la BCF, los
valores mas altos de esta variable se encon-

Rev Inv Vet Perta 2021; 32(5): ¢19832
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Figura 3. Efecto de la tasa de fotogramas (frame rate) sobre los valores de velocidad del
semen de verracos Pietrain determinados a diferentes profundidades de camara de
recuento ISAS®D4C (10, 16 y 20 um). Velocidad curvilinea (VCL, um s), velocidad
rectilinea (VSL, um s), velocidad promedio (VAP, um s!)

traron cuando la tasa de fotogramas fue me-
nor, pero considerando mayores profundida-
des de camara de recuento (Figura 4).

DiscusioN

Los resultados del presente estudio pue-
den explicar la influencia de distintos facto-
res internos y externos que se relacionan con

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(5): 19832

los analisis seminales por medio de los siste-
mas CASA (Valverde et al., 2020), como por
ejemplo, el nimero y velocidad de fotogramas
(Caldeira et al., 2019; Gacem et al., 2020a),
el tipo y profundidad de la camara de recuen-
to (Bompart et al., 2019), la distribucion de
los campos de analisis en la camara (Soler et
al.,2012) y los algoritmos de analisis seminal
del sistema (Urbano et al., 2017; Gallagher
etal., 2018).
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Figura4. Graficos de superficie de respuesta de profundidad de camara vs fotogramas por
segundo (frames per second, fps) para variables de cinética espermatica de verracos
Pietrain. VCL: velocidad curvilinea (um s™); VSL: velocidad rectilinea (ums™); VAP:
velocidad promedio (um s™); LIN: indice de linealidad (%); STR: indice de rectitud
(%); WOB: indice de oscilacion (%); ALH: desplazamiento lateral de la cabeza (pum);
BCF: frecuencia de entrecruzamiento (Hz)

El avance creciente en el desarrollo de
esta tecnologia y con la ayuda de mejoras en
los hardware ha permitido incrementar la tasa
de fotogramas, descrita como el ntimero de
imagenes capturadas por segundo (16-60 Hz)
(Holt et al., 2007), contribuyendo asi a mejo-
rar la precision en las estimaciones de los
parametros medidos con los sistemas asisti-
dos de analisis seminal. La velocidad de
fotogramas (Castellini ez al., 2011; Valverde,
et al., 2019¢; Barquero et al., 2021), el na-
mero de imagenes (Contri ef al., 2010) y la
duracion del tiempo de video de imagen
(Valverde et al., 2019c) que un sistema pue-
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da capturar durante el andlisis podrian afec-
tar la distancia que un espermatozoide podria
moverse entre imagenes sucesivas (Mortimer
et al., 1988) y esto tiene un efecto directo
sobre la trayectoria estimada de cada esper-
matozoide (Amann y Waberski, 2014).

Ademas, las trayectorias de los esper-
matozoides estan relacionadas con el tama-
fio y el metabolismo del esperma (Tourmente
et al.,2019) y varian dependiendo de la tasa
de fotogramas utilizada (Mortimer y Swan,
1999). La primera imagen capturada en un
sistema CASA-Mot identifica la posicion del

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(5): 19832



Condiciones 6ptimas de andlisis del semen de verraco

Cuadro 3. Analisis de regresion no lineal de variables de cinética espermatica (medias + EE)
de verracos Pietrain medidas con diferentes profundidades de camara de recuento
ISAS®*D4C (10, 16, 20 um) considerando el nivel asintotico (o), tasa de
incremento (B) y correlacion a/p (p*P) necesarios para obtener un nivel umbral del
95% del valor maximo

Prof. VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF
Valor asintético (a); Modelo: y = * a exp (- / x)
10 84.1+2.2  45.6+1.7 60.7£1.9 739+1.7 90.2£2.8 79.7£1.7 1.2+0.0 19.8+0.7
16 86.5£1.8 48.4+1.1 52.3+1.1 73.5¢1.1 93.3+09 80.5+1.0 1.1+0.0 24.1+0.6
20 82.0+1.4 40.840.8 48.4+0.8 79.7£1.0 92.0+0.6 83.5+0.8 1.1+0.0 21.6+0.4
Tasa de incremento (3); Modelo: y = * a exp (-B/ x)
10 17.8+0.9 109+1.2 15.4+£1.0 1.2+0.7 4.8+0.9 1.50.7  -6.7£0.7 26.3%+1.2
16 14.0+£0.7  9.1+0.8 7.4+0.7 0.9+0.5 2.3+0.3 1.240.4 -13.120.6 28.5+0.8
20 7.7£0.5 -0.1+0.7 1.0+0.5 2.7+0.4 1.1+0.2 2.240.3 -15.7£0.5 22.840.6

VCL: velocidad curvilinea (um s1); VSL: velocidad rectilinea (um s1); VAP: velocidad promedio (um s1);
LIN: indice de linealidad (%); STR: indice de rectitud (%); WOB: indice de oscilaciéon (%); ALH:
desplazamiento lateral de la cabeza (um); BCF: frecuencia de entrecruzamiento (Hz)

EE: error estandar. (p <0.05)

centroide de la cabeza de cada espermato-
zoide (x,, y,) y conforme la c€lula se mueve
en la secuencia de imagenes subsecuentes
se vincula la nueva posicion como (x,, y,) en
la segunda imagen, y asi sucesivamente has-
ta la Gltima imagen (Bompart et al., 2018).

Otras fuentes de variacion considera-
das en el presente estudio fueron el método
para estimar las trayectorias de los esperma-
tozoides, la concentracion del semen (Lu et
al., 2014) y también la profundidad de la ca-
mara de recuento espermatico (Bompart et
al.,2018; Caldeira y Soler, 2018; Valverde et
al., 2019a). En el presente estudio, con las
camaras de recuento utilizadas, se conside-
raron tres elementos que podrian estar rela-
cionados con los resultados de los analisis;
esto es, el disefio de la camara (Valverde et
al.,2019a), la forma en que se carga la mues-
tra dentro de la camara (Gloria ef al., 2013;
Bompart et al.,2018) y la profundidad de esta
(Valverde y Madrigal-Valverde, 2019).

Rev Inv Vet Pert 2021; 32(5): e19832

En el presente estudio se analizaron
camaras desechables con siete campos
longitudinales y llenado por efecto de la ac-
cion capilar. Todas las variables cinematicas
fueron mayores cuando hubo una mayor pro-
fundidad de camara de recuento, lo cual po-
dria explicarse por el efecto Segre-Silberberg
(Douglas-Hamilton et al., 2005) debido a que
en la mayoria de las cdmaras disponibles en
el mercado hay variaciones en el calibre del
espacio de recuento, lo que favorece cam-
bios en la distribucion de los espermatozoides
(Bompart et al.,2018; Valverde et al., 2019a).
Historicamente, la profundidad de la camara
de recuento se relacion6 con la calidad opti-
cay el aumento del objetivo del microscopio,
por lo que la profundidad de 10 um era utili-
zada para lograr enfocar la mayor cantidad
de células (Bompart et al., 2019). Al reducir
el espacio de movilidad para el libre transito
celular se altera el patron de movilidad natu-
ral de los espermatozoides (Kraemer et al.,
1998) y puede ser una limitante para la eva-

11
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Cuadro 4. Valores de las variables de cinética de los espermatozoides de verracos Pietrain en
diferentes campos capturados a 25 fps en camaras de recuento ISAS®D4C con
profundidades de 10, 16 y 20 um (media £+ EE)

Campo

VCL VSL VAP
(n)

STR WOB ALH BCF

ISAS®D4C10

I
(260)
|
(309)
il
(493)

41.1£0.8% 29.3+0.9% 32.6+0.8% 69.7+1.3% 75.3+2.0%° 75.841.4% 1.5+0.0* 6.7+0.2°
40.740.7% 31.0+0.8* 33.6+0.7* 74.8+1.3% 78.6+1.8% 77.7+1.3% 1.5+0.0* 6.9+0.2°

40.6+0.6* 28.1+0.6° 31.440.6° 68.1+0.9° 72.0+1.4° 72.9+1.0° 1.6+0.0° 7.0+0.1?

ISAS®D4C16

I

50.2+0.7* 32.8£0.6* 38.7+0.6* 71.7+0.8* 84.4+0.8* 77.6+0.7* 1.8+0.0* 7.8+0.1?

(503)
|
(555)
I
(908)

50.8+0.7% 33.940.6* 39.1+0.6° 70.4+0.8% 85.6+0.7* 77.4+0.6* 1.8+0.0* 8.4+0.1°

50.4+0.5* 33.3£0.5% 38.4+0.5% 70.9£0.6° 85.5+0.6* 76.3+0.5* 1.8+0.0° 8.5+0.1°

ISAS®D4C20

I

61.3+£0.2* 40.7£0.3* 47.1£0.3* 71.7+£0.5* 86.6+£0.4* 76.9+0.4* 2.1+0.0* 8.7+0.1?

(980)
|
(967)
I
(1501)

61.1£0.2%° 41.1+0.3* 46.5+0.3% 71.3+£0.5 88.3+0.4° 76.2+£0.4* 2.1+0.0* 8.9+0.1%

60.8+£0.2° 41.0+0.3* 46.1+0.2° 72.1+0.4% 88.9+0.3° 76.0+0.3% 2.2+0.0* 9.1+0.1°

n: nimero total de espermatozoides analizado

VCL: velocidad curvilinea (um s1); VSL: velocidad rectilinea (um s1); VAP: velocidad promedio (um s1);
LIN: indice de linealidad (%); STR: indice de rectitud (%); WOB: indice de oscilaciéon (%); ALH:
desplazamiento lateral de la cabeza (um); BCF: frecuencia de entrecruzamiento (Hz)

Numeros |, Il y lll indican los campos de recuento espermatico: I, campos 1-2; Il, campos 3-4 y lll, campos

5-7

ab Dentro de campo, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas en una

misma cdmara (p<0.05)

luacién de los espermatozoides en condicio-
nes de hiperactivacion (Morales et al., 1988).

En el presente trabajo se encontraron
diferencias en todas las variables cinematicas
de los espermatozoides conforme se incre-
mento6 la profundidad de la camara. Estos
resultados coinciden con trabajos en caprino
para la VSL medida en camaras de 20 y 10 um

12

(Del Gallego et al., 2017) y en VCL, VAP,
WOB, ALH y BCF en semen bovino al utili-
zar camaras con 20 um de profundidad
(Bompart et al., 2019). También se sugiere
que la forma de carga por capilaridad es un
punto de inflexion en la determinacion del
patrén de movilidad debido a que la accion
capilar, como consecuencia del flujo de liqui-
do resultante, podria afectar la cola de los

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(5): 19832
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Cuadro 5. Valores de las variables de cinética de los espermatozoides de verracos Pietrain en
diferentes campos capturados a 40 fps en camaras de recuento ISAS®D4C con
profundidades de 10, 16 y 20 um (media + EE)

C?’I?)po VCL  VSL VAP  LIN STR WOB ALH  BCF

ISAS®D4C10
(14112) 59.4+1.8* 39.5+1.7* 48.0+1.7* 75.7£1.7* 83.8+£2.6* 78.0+1.4* 1.4+£0.0* 10.8+0.4°
(11516) 57.1£1.7% 33.841.6° 44.5£1.6° 70.4+1.6° 79.942.5* 76.0+1.4* 1.4+0.0° 10.5+0.4°
(21512) 54.0+1.5% 35.541.3% 41.6+1.4° 69.5£1.3° 76.942.1* 76.4+1.2% 1.4£0.0° 10.1+0.42
ISAS®D4C16
(;4) 55.0£1.3* 39.1£1.0* 43.9+1.0* 72.8+1.1* 88.8+0.8* 80.0+0.9* 1.4+0.0° 9.7+0.3*
(324) 56.6+1.3% 38.8+1.1% 43.2+1.1* 70.9+1.1* 88.8+0.8% 76.8+0.9* 1.5+0.0° 10.0+0.32°
(Aglg) 58.8+1.2° 40.0+0.9° 45.2+0.9* 70.5+£1.0° 87.4+0.7* 76.9+0.8" 1.5+0.0° 10.6+0.2°
ISAS®D4C20
(8;2) 64.7+1.1* 41.5£0.7* 47.6+0.8* 74.2+0.7* 89.6+0.4* 79.4+0.5* 1.6+0.0* 11.5+0.22
(61714) 65.6+1.2* 41.3£0.8* 47.3+0.8* 73.84+0.7* 89.3+0.4* 78.7+0.6* 1.7+0.0* 11.6+0.22
(1{)%9) 64.4+1.0* 39.9+£0.7* 46.1+0.7* 73.4+0.6* 88.8+0.4* 78.6+0.5* 1.6+0.0* 11.4+0.22

n: nimero total de espermatozoides analizado

VCL: velocidad curvilinea (um s1); VSL: velocidad rectilinea (um s'1); VAP: velocidad promedio (um s1);
LIN: indice de linealidad (%); STR: indice de rectitud (%); WOB: indice de oscilacion (%); ALH:
desplazamiento lateral de la cabeza (um); BCF: frecuencia de entrecruzamiento (Hz)

Numeros |, Il y lll indican los campos de recuento espermatico: |, campos 1-2; I, campos 3-4 y lll, campos

5-7

ab Dentro de campo, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas en una misma

camara (p<0.05)

espermatozoides y afectar el movimiento pos-
terior (Lenz et al., 2011; Palacin et al., 2013).

En el analisis de regresion no lineal se
estimo la tasa de fotogramas maxima nece-
saria para determinar el umbral asintético en
donde un incremento en la tasa de fotogramas
no mejorara la precision de la estimacion de

Rev Inv Vet Pert 2021; 32(5): e19832

la trayectoria del espermatozoide. Este valor
varid segun el tipo de camara de recuento,
pero fue superior a 80 fps, definido como el
valor de VCL al ser esta variable la mas sen-
sible al cambio con la tasa de fotogramas.
Los resultados fueron similares a los descri-
tos en semen equino y caprino por Hoogewijs
etal. (2012) y Del Gallego et al. (2017), res-
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Cuadro 6. Valores de las variables de cinética de los espermatozoides de verracos Pietrain en
diferentes campos capturados a 60 fps en camaras de recuento ISAS®D4C con
profundidades de 10, 16 y 20 um (media = DE)

C?‘;ll)po VCL  VSL VAP LIN STR WOB ALH  BCF
ISAS*D4C10

(1;1) 63.142.0° 36.3+1.6° 48.241.7% 75.1£1.5 85.442.3% 79.6+1.9% 1.3£0.0° 12.620.6"

(516) S7.122.4% 37.2+1.8° 40.9£2.0° 70.8+1.7* 83.6+2.6° 76.6+1.8° 12£0.0° 12.740.7°

(g;) 59.442.5" 37.0+1.9% 42.842.1° 70.8+1.8" 82.142.7* 76.3£1.9* 1.3£0.0° 12.8+0.7°
ISAS*D4C16

(1;7) 76.942.2% 43.8£1.0° 48.6£0.9° 73.81.4 90.3+0.7% 80.1x1.3* 1.5£0.0° 16.5£0.5"

(11713) 73.742.3% 40.8£1.0° 45.81.0° 72.8+1.5% 89.540.7% 78.0+1.3% 1.4£0.0% 17.440.5°

(2141112) 69.342.00 37.8£0.8° 42.4+0.8° 72.741.2% 89.740.6 79.8+1.1% 1.4£0.0° 16.440.5°
ISAS®D4C20

(1;3) 78.943.2% 41.6£1.3° 4924120 79.7+1.6" 91.6+£0.7% 78.5+1.5% 1.6£0.1* 16.70.6"

(35) 83.4+4.8% 41.041.9° 49.141.9° 75.8+2.5% 91.541.0° 78.842.3% 1.7£0.12 18.840.9°

(11116) 90.6+3.9° 41.3+1.6° 47.6+1.5% 81.3+2.0° 91.5:0.8% 84.8+1.8> 1.7+0.1° 17.3£0.7%

n: nimero total de espermatozoides analizado

VCL: velocidad curvilinea (um s1); VSL: velocidad rectilinea (um s1); VAP: velocidad promedio (um s1);
LIN: indice de linealidad (%); STR: indice de rectitud (%); WOB: indice de oscilacion (%); ALH:
desplazamiento lateral de la cabeza (um); BCF: frecuencia de entrecruzamiento (Hz)

Numeros |, Il y lll indican los campos de recuento espermatico: |, campos 1-2; Il, campos 3-4 y lll, campos
5-7

abc Dentro de campo, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas en una
misma cdmara (p<0.05)

pectivamente, aunque ellos utilizaron una tasa deposicion de la muestra; resultados que con-

de fotogramas menor a 25 fps. Por otro lado,
Contri et al. (2010) no encontraron diferen-
cias en los parametros cinematicos del se-
men de toros al utilizar 30 o 45 fotogramas
por campo.

Al estudiar el efecto de la posicion den-

tro de la camara de recuento, los valores
cinematicos no fueron diferentes del lugar de

14

cuerdan con los descritos para bovino
(Bompart et al., 2019), humano (Soler et al.,
2012) y caprino (Del Gallego et al., 2017)
utilizando camaras de 10 y 20 um, mientras
en un estudio con semen de zorro se encon-
tré una disminucion de los valores cinematicos
entre el ultimo campo con la primera parte
de la camara (Soler et al., 2014). Estos re-
sultados podrian indicar que las diferencias

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(5): 19832
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encontradas no se relacionan con el disefio
de la camara, sino con diferencias entre es-
pecies.

En trabajos donde se estudi6 el efecto
de la movilidad y cinematica a lo largo del
area ecuatorial del portaobjetos mostraron
diferencias en los campos cercanos a la fron-
tera, pero no en otras areas de muestreo
(Nothling y dos Santos, 2012). En el presente
trabajo, considerando la tasa de fotogramas
por campo y el tipo de camara, se pudo ob-
servar diferencias en algunas variables para
el campo analizado. Los valores mas altos
obtenidos cerca del lugar donde se deposito
la gota (campo I) y los mas bajos al final del
movimiento del fluido (campo III) no podrian
explicarse del todo por el flujo de Poiseuille y
el consecuente efecto Segre-Silberberg
(Kuster, 2005) o el posterior efecto de ten-
sion superficial alrededor del cubreobjetos
(Lenz et al., 2011), pudiendo ser solamente
diferencias atribuibles a la especie animal.

Los resultados del presente estudio in-
dican que con diferentes profundidades de
camara de recuento y tasa de fotogramas por
campo no es posible traducir los resultados
obtenidos con el uso de un tipo de camara en
resultados cuando se utiliza otro tipo de cé-
mara. Esto confirma que la eleccion de la
camara de conteo tiene un efecto importante
en los patrones de movilidad.

CONCLUSIONES

e  FEluso de diferentes camaras de recuento
conduce a cambios significativos en la
estimacion de los parametros cinematicos
de los espermatozoides de verraco.

e  Unamayor frecuencia de fotogramas por
segundo aporta mejor informacion para
la estimacion de las trayectorias, punto
por punto, de los centroides de las célu-
las lo que incide directamente en los pa-
trones cinematicos del semen.

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(5): 19832

e  Existe una variacion importante a lo lar-
go del area longitudinal de captura que
es especifica para cada tipo de camara
de recuento.

Agradecimientos

Los autores agradecen al Programa de
Produccion Agropecuaria (PPA) de la Es-
cuela de Agronomia del Instituto Tecnologi-
co de Costa Rica y al Ing. Wilfrido Paniagua
Madrigal, por el apoyo recibido en la Granja
«La Esmeralda» durante el desarrollo de la
investigacion.

LITERATURA CITADA

1. Amann R, Waberski D. 2014.
Computer-assisted sperm analysis
(CASA): Capabilities and potential
developments. Theriogenology 81:5-17.
doi: 10.1016/j.theriogenology.2013.-
09.004

2. Barquero V; Viquez L, Calderon-cal-
deron J, Valverde A. 2021. Frecuen-
cia de fotogramas Optima para evaluar
la cinética espermatica de verracos con
un sistema CASA-Mot. Agron Mesoam
32:1-18.doi:10.15517/am.v32i1.41928.

3. Bompart D, Garcia-Molina A,
Valverde A, Caldeira C, Yaniz J,
Nuiiez de Murga M, Soler C. 2018.
CASA-Mot technology: how results are
affected by the frame rate and counting
chamber. Reprod Fert Develop 30: 810-
819.doi: 10.1071/RD17551

4. Bompart D, Vizquez R, Gomez R,
Valverde A, Roldan E, Garcia-Molina
A, Soler C. 2019. Combined effects of
type and depth of counting chamber, and
rate of image frame capture, on bull
sperm motility and kinematics. Anim
Reprod Sci 209: 106169. doi: 10.1016/
j.anireprosci.2019.106169

5. Boryshpolets S, Kowalski RK, Dietrich
GJ, Dzyuba B, Ciereszko A. 2013.
Different computer-assisted sperm

15



10.

11.

12.

16

V. Barquero et al.

analysis (CASA) systems highly influen-
ce sperm motility parameters. Therioge-
nology 80: 758-765. doi: 10.1016/
j.theriogenology.2013.06.019
Broekhuijse M, Gaustad A, Bolarin
Guillén A, Knol E. 2015. Efficient boar
semen production and genetic contri-
bution: the impact of low-dose artificial
insemination on fertility. Reprod Domest
Anim 50: 103-109. doi: 10.1111/rda.12558
Broekhuijse MLWJ, Sostarie E,
Feitsma H, Gadella BM. 2012. The
value of microscopic semen motility
assessment at collection for a commercial
artificial insemination center, a retros-
pective study on factors explaining
variation in pig fertility. Theriogenology
77:1466-1479.¢3. doi: 10.1016/j.therio-
genology.2011.11.016

Caldeira C, Herndandez-Ibdiiez S,
Valverde A, Martin P, Herranz-
Jusdado JG, Gallego V, Asturiano JF,
et al. 2019. Standardization of sperm
motility analysis by using CASA-Mot for
Atlantic salmon (Salmo salar),
European eel (Anguilla anguilla) and
Siberian sturgeon (Acipenser baerii).
Aquaculture 502: 223-231. doi: 10.1016/
j-aquaculture.2018.12.001

Caldeira C, Soler C. 2018. Fish sperm
assessment using software and cooling
devices. Jove-J Vis Exp 137: ¢56823. doi:
10.3791/56823

Castellini C, Dal Bosco A, Ruggeri S,
Collodel G. 2011. What is the best
frame rate for evaluation of sperm motility
in different species by computer-assisted
sperm analysis? Fertil Steril 96: 24-27.
doi: 10.1016/j.fertnstert.2011.-04.096
Contri A, Valorz C, Faustini M, Wegher
L, Carluccio A. 2010. Effect of semen
preparation on casa motility results in
cryopreserved bull spermatozoa. Therio-
genology 74: 424-435. doi: 10.1016/
J.theriogenology.2010.02.025
Douglas-Hamilton DH, Smith NG,
Kuster CE, Vermeiden JPW, Althouse
GC. 2005. Capillary-loaded particle fluid
dynamics: effect on estimation of sperm
concentration. J Androl 26: 115-122.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Ehlers J, Behr M, Bollwein H,
Beyerbach M, Waberski D. 2011.
Standardization of computer-assisted
semen analysis using an e-learning
application. Theriogenology 76: 448-454.
doi: 10.1016/j.theriogenology.2011.02.021
Gacem S, Bompart D, Valverde A, Ca-
talan J, Miro J, Soler C. 2020a.
Optimal frame rate when there were
stallion sperm motility evaluations and
determinations for kinematic variables
using CASA-Mot analysis in different
counting chambers. Anim Reprod Sci
223. doi: 10.1016/j.anireprosci.2020.-
106643

Gacem S, Catalan J, Valverde A, So-
ler C, Miro J. 2020b. Optimization of
CASA-mot analysis of donkey sperm:
optimum frame rate and values of
kinematic variables for different counting
chamber and fields. Animals 10: 1993.
doi: 10.3390/ani10111993

Gallagher MT, Smith DJ, Kirkman-
Brown JC. 2018. CASA: tracking the
past and plotting the future. Reprod Fert
Develop 30: 867-874. doi: 10.1071/
RD17420

Del Gallego R, Sadeghi S, Blasco E,
Soler C, Yaniz J, Silvestre M. 2017.
Effect of chamber characteristics,
loading and analysis time on motility and
kinetic variables analysed with the
CASA-mot system in goat sperm. Anim
Reprod Sci 177: 97-104. doi: 10.1016/
j.anireprosci.2016.12.010

Di Rienzo JA, Casanoves F, Balzarini
MG, Gonzalez L, Tablada M, Robledo
C. 2020. InfoStat version 2020. http://
www.infostat.com.ar

Gloria A, Carluccio A, Contri A,
Wegher L, Valorz C, Robbe D. 2013.
The effect of the chamber on kinetic
results in cryopreserved bull sperma-
tozoa. Andrology 1: 879-885. doi: 10.1111/
j-2047-2927.2013.00121.x

Holt W, O’Brien J, Abaigar T. 2007.
Applications and interpretation of
computer-assisted sperm analyses and
sperm sorting methods in assisted

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(5): 19832



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Condiciones 6ptimas de andlisis del semen de verraco

breeding and comparative research.
Reprod Fert Develop 19: 709-718.
Hoogewijs MK, De Vliegher SP,
Govaere JL, De Schauwer C, De Kruif
A, Van Soom A. 2012. Influence of
counting chamber type on CASA
outcomes of equine semen analysis.
Equine Vet J 44: 542-549. doi: 10.1111/
j-2042-3306.2011.00523.x

Kraemer M, Fillion C, Martin-Pont B,
Auger J. 1998. Factors influencing
human sperm kinematic measurements
by the Celltrak computer-assisted sperm
analysis system. Hum Reprod 13: 611-
619. doi: 10.1093/humrep/13.3.611
Kuster C. 2005. Sperm concentration
determination between hemacytometric
and CASA systems: Why they can be
different. Theriogenology 64: 614-617.
doi: 10.1016/j.theriogenology.2005.-
05.047

Lenz RW, Kjelland ME, VonderHaar
K, Swannack TM, Moreno JF. 2011.
A comparison of bovine seminal quality
assessments using different viewing
chambers with a computer-assisted se-
men analyzer. J Anim Sci 89: 383-388.
doi: 10.2527/jas.2010-3056
Lopez-Rodriguez A, Soom A Van,
Arsenakis I, Maes D. 2017. Boar
management and semen handling factors
affect the quality of boar extended se-
men. Porcine Health Manag 3: 15. doi:
10.1186/s40813-017-0062-5

Lu JC, Huang YF, Lii NQ. 2014.
Computer-aided sperm analysis: Past,
present and future. Andrologia 46: 329-
338.doi: 10.1111/and.12093

Morales P, Overstreet JW, Kat; DE
1988. Changes in human sperm motion
during capacitation in vitro. Reproduction
83: 119-128. doi: 10.1530/rf.0.0830119
Mortimer D, Serres C, Mortimer S,
Jouannet P. 1988. Influence of image
sampling frequency on the perceived
movement characteristics of progressi-
vely motile human spermatozoa. Gamete
Res 20: 313-327. doi: 10.1002/mrd.1120-
200307

Rev Inv Vet Pert 2021; 32(5): e19832

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Mortimer S, Swan M. 1999. Effect of
image sampling frequency on established
and smoothing-independent kinematic
values of capacitating human sper-
matozoa. Hum Reprod 14: 997-1004. doi:
10.1093/humrep/14.4.997

National Research Council. 2012.
Nutrient requirements of swine. Was-
hington DC: The National Academies
Press.

Néthling JO, dos Santos IP. 2012.
Which fields under a coverslip should one
assess to estimate sperm motility?
Theriogenology 77: 1686-1697. doi:
10.1016/j.theriogenology.2011.12.014
Palacin I, Vicente-Fiel S, Santolaria
P, Yaniz J. 2013. Standardization of
CASA sperm motility assessment in the
ram. Small Ruminant Res 112: 128-135.
doi: 10.1016/j.smallrumres.2012.12.014
Soler C, Fuentes M, Sancho M, Garcia
A, Nufiez de Murga M, Nuiiez de Mur-
ga J. 2012. Effect of counting chamber
on seminal parameters, analyzing with
the ISASvI®. Rev Int Androl 10: 132-138.
doi: 10.1016/S1698-031X(12)70069-9
Soler C, Garcia A, Contell J, Segervall
J, Sancho M. 2014. Kinematics and
subpopulations’ structure definition of
blue fox (A4lopex lagopus) Sperm
motility using the ISAS® V1 CASA
system. Reprod Domest Anim 49: 560-
567.doi: 10.1111/rda.12310

Soler C, Picazo-Bueno J, Mico YV,
Valverde A, Bompart D, Blasco FJ,
Alvarez JG, et al. 2018. Effect of
counting chamber depth on the accuracy
of lensless microscopy for the
assessment of boar sperm motility.
Reprod Fert Develop 30: 924-934. doi:
10.1071/RD17467

Soler C, Valverde A, Bompart D,
Fereidounfar S, Sancho M, Ydniz J,
Garcia-Molina A, et al. 2017. New
methods of semen analysis by casa.
Agric Biol 52: 232-241. doi: 10.15389/
agrobiology.2017.2.232eng
Tourmente M, Varea-Sanchez M,
Roldan ERS. 2019. Faster and more
efficient swimming: energy consumption

17



38.

39.

40.

41.

42.

18

V. Barquero et al.

of murine spermatozoa under sperm
competition. Biol Reprod 100: 420-428.
doi: 10.1093/biolre/ioy197

Urbano L, Masson P, VerMilyea M,
Kam M. 2017. Automatic tracking and
motility analysis of human sperm in time-
lapse images. IEEE Trans Med Imaging
36: 792-801. doi: 10.1109/TMI1.2016.-
2630720

Valverde A, Madrigal-Valverde M.
2018. Sistemas de analisis computa-
dorizado de semen en la reproduccion
animal. Agron Mesoam 29: 469-484. doi:
10.15517/ma.v29i2.30613

Valverde A, Madrigal-Valverde M.
2019. Evaluacion de camaras de re-
cuento sobre parametros espermaticos
de verracos analizados con un sistema
CASA-Mot. Agron Mesoam 30: 447-
458. doi: 10.15517/am.v30i1.34145
Valverde A, Arean H., Ferndndez A,
Bompart D, Garcia-Molina A, Lopez-
Viana J, Soler C. 2019a. Combined
effect of type and capture area of
counting chamber and diluent on Holstein
bull sperm kinematics. Andrologia 51:
€13223.doi:10.1111/and. 13223
Valverde A, Castro-Morales O, Madri-
gal-Valverde M, Soler C. 2019b.
Sperm kinematics and morphometric

43.

44.

45.

46.

subpopulations analysis with CASA
systems: A review. Rev Biol Trop 67:
1473-1487.d0i:10.15517/bt.v6716.35151
Valverde A, Madrigal-Valverde M,
Lotz J, Bompart D, Soler C. 2019c.
Effect of video capture time on sperm
kinematic parameters in breeding boars.
Livest Sci 220: 52-56. doi: 10.1016/
jlivsci.2018.12.008

Valverde A, Madrigal-Valverde M,
Solis-Arias J, Paniagua-Madrigal W.
2019d. Variabilidad en los métodos de
estimacion de la concentracion esper-
matica en verracos. Agron Costarric 43:
25-43.doi: 10.15517/rac.v4312.37793
Valverde A, Madrigal M, Caldeira C,
Bompart D, de Murga JN, Arnau S,
Soler C. 2019e. Effect of frame rate
capture frequency on sperm kinematic
parameters and subpopulation structure
definition in boars, analysed with a
CASA-Mot system. Reprod Domest
Anim 54: 167-175. doi: 10.1111/rda.13320
Valverde A, Barquero V, Soler C. 2020.
The application of computer-assisted
semen analysis (CASA) technology to
optimise semen evaluation. A review. J
Anim Feed Sci 29: 189-198. doi:
10.22358/JAFS/127691/2020

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(5): 19832



