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Condiciones óptimas del análisis CASA-Mot del semen de
verraco: efecto de la tasa de fotogramas para diferentes

cámaras y campos de recuento espermático

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

Vinicio Barquero1, Francisco Sevilla1, Josué Calderón-Calderón1, Mónica Madrigal-
Valverde2,3, Marlen Camacho1, Hernán Cucho4, Anthony Valverde1,5

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el efecto de la tasa de fotogramas sobre
diferentes profundidades de cámara de recuento espermático en semen de verraco y
analizar la distribución de los espermatozoides en los campos longitudinales de la cámara
de conteo. Se colectó una muestra de semen a 10 verracos Pietrain de 2-3 años. Se
determinaron ocho parámetros de cinética espermática mediante el sistema CASA
(Computer-assisted semen analysis)-Mot (ISAS®v1). Se utilizaron cámaras ISAS®D4C
con profundidades de 10, 16 y 20 µm a una frecuencia de captura de imagen de 25, 40 y 60
fotogramas por segundo (fps). La profundidad de cámara afectó las variables de cinética
espermática, obteniéndose valores más altos a 20 µm. La tasa de fotogramas (FR) presen-
tó una relación positiva con los parámetros de cinética obteniéndose valores más altos a
60 fps, excepto para la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) que presen-
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tó un comportamiento inverso. Según el análisis de regresión no lineal, la variable más
sensible al cambio en FR fue la velocidad curvilínea (VCL), donde el mejor nivel fue dado
con 80 fps. Se observó una disminución progresiva en los patrones cinemáticos confor-
me los espermatozoides avanzaban por los campos de las cámaras. Se concluye que el
uso de diferentes cámaras de recuento y el incremento en el número total de fps genera
cambios significativos en la estimación de parámetros de cinética espermática en el verraco.

Palabras clave: espermatozoide, fotograma, cámara de recuento, verraco, reproducción

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 µm 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 µm. 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.

Key words: spermatozoa, frame, counting chamber, boar, reproduction

INTRODUCCIÓN

La eficiencia en el uso de las técnicas
de la reproducción porcina es esencial y for-
ma parte del desafío que enfrenta la industria
a futuro (Broekhuijse et al., 2015). Asimis-
mo, la fertilidad puede estar asociada a múl-
tiples factores del verraco, como el manejo,
el intervalo de extracción (Lopez-Rodriguez
et al., 2017), la concentración (Valverde et
al., 2019d), la edad y la movilidad (Broekhuijse
et al., 2012). Por lo tanto, el estudio de estos
factores y los parámetros de la calidad del
semen forman parte del avance tecnológico
empleado a partir del análisis espermático por
medio de los sistemas computarizados de

análisis seminal (CASA, Computer Assisted
Semen Analysis) (Valverde et al., 2019b,
2020).

Los sistemas CASA permiten analizar
el semen de forma objetiva y reducir el error
asociado respecto de los análisis realizados
en campo (Amann y Waberski 2014;
Gallagher et al., 2018; Valverde y Madrigal-
Valverde, 2018) y aportan más información
al describir patrones cinemáticos de los
espermatozoides (Ehlers et al., 2011;
Valverde y Madrigal-Valverde, 2018). El aná-
lisis profundo de estos parámetros cinéticos
junto con la movilidad seminal permite una
mejor caracterización de los criterios de eva-
luación de los reproductores (Barquero et al.,
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2021); sin embargo, la determinación de los
valores de movilidad puede variar incluso
cuando se utilizan configuraciones similares
entre los sistemas CASA (Ehlers et al., 2011).
Además, las variables de movilidad y cinética
están influenciadas por el tipo de equipo utili-
zado y sus aditamentos, como por ejemplo,
las cámaras de recuento espermático (Soler
et al., 2012). En estudios realizados con dife-
rentes tipos de cámara de recuento, profun-
didad y/o alturas y formas de llenado, se ha
demostrado el efecto sobre algunos
parámetros de movilidad (Del Gallego et al.,
2017; Soler et al., 2017, 2018). Incluso los
campos de análisis dentro de una misma cá-
mara de recuento pueden influir sobre las
variables cinemáticas 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 aná-
lisis es la tasa de fotogramas (FR) utilizada
(Valverde et al., 2019c). Hay evidencia que
el FR no condiciona los resultados de movili-
dad total y progresiva (Castellini et al., 2011).
En el análisis cinemático, las trayectorias de
las células pueden variar según la configura-
ción 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
análisis cinéticos, ya sea por un inadecuado
reconocimiento de la distancia en las trayec-
torias de las células espermáticas analizadas
(Amann y Waberski, 2014) o por limitacio-
nes técnicas de las cámaras 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 cámaras de recuento espermático
para semen de verraco analizado con un sis-
tema CASA-Mot, así como analizar la distri-
bución de los espermatozoides a lo largo de
los campos longitudinales de la cámara de
recuento.

MATERIALES Y MÉTODOS

Localización

Se trabajó con cuatro granjas porcinas
en los cantones de Río Cuarto y San Carlos,
de la región Huetar Norte, Costa Rica. Las
características climáticas de la zona durante
el periodo experimental indicaron una tem-
peratura ambiental en el rango de 16-
28 °C (mínima y máxima), humedad relativa
de 70-90% y una precipitación anual supe-
rior a 3000 mm. El manejo productivo de las
granjas se encontró dentro de las regulacio-
nes del Reglamento sobre granjas porcinas
N.° 37155-MAG (Ministerio de Agricultura
y Ganadería, Costa Rica). Los análisis
seminales se realizaron en el Laboratorio de
Reproducción Animal del Centro de Investi-
gación y Desarrollo en Agricultura Sosteni-
ble para el Trópico Húmedo (CIDASTH),
Campus Tecnológico Local San Carlos, Ins-
tituto Tecnológico San Carlos, Alajuela, Cos-
ta Rica. El experimento fue realizado duran-
te el año 2017.

Animales

Se utilizaron 10 verracos (Sus scrofa
domestica), a razón de 2.5 ± 1.0 verracos
por granja, con edades entre 2 y 3 años y con
un adecuado estado de salud. Los animales
pertenecían a una línea 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-
ción intensivo con acceso a agua ad libitum
y una oferta total de 2.0 kg día-1 (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 recolectó un eyaculado por
verraco (n=10) mediante el método de «mano
enguantada» utilizando un termo colector y
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una bolsa de colecta seminal (Minitube, Ale-
mania) que separaba la secreción gelatinosa
de las glándulas bulbouretrales del eyaculado.
La muestra seminal se protegió de la luz y se
colocó en un baño maría a 37 °C. El semen
se diluyó 1:1 (vol:vol) con un diluyente co-
mercial (Androstar®Plus, Minitube, Alema-
nia) pudiendo mantenerse hasta por siete días.
Las muestras, al analizarse en el laboratorio,
debían presentar un mínimo de 85% de mor-
fología normal, 85% de movilidad total
(ISAS®v1, Proiser R+D, España) y una con-
centración superior a 250x106 esper-
matozoides ml-1 (Fotómetro SDM 1, Minitube,
Alemania); además, se verificó que estuvie-
ran libre de contaminación por medio de una
evaluación macroscópica de color y olor.

Las muestras se colocaron en una caja
térmica de polipropileno (17 °C; Plastimex,
México) 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 posición horizontal a 17 °C
(Polar Refrigeration, Reino Unido). Posterior-
mente, las muestras se homogenizaron y se
tomó una alícuota 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 análisis espermático. Luego, se
tomaron dos alícuotas de 400 µl en microtubos
Eppendorf® de 1.5 ml (réplicas) y se diluye-
ron en una proporción de 1:5 (vol:vol) de se-
men y diluyente, respectivamente, para su
análisis.

Cámaras de recuento y técnica de llenado

El análisis de las variables de cinética
espermática se realizó mediante el uso de
cámaras de recuento comerciales ISAS®D4C
que poseen un cubreobjetos fijo unido por
pegamento (Proiser R+D, España) con pro-
fundidades de 10, 16 y 20 µm, cuyo principio
de llenado es la difusión capilar. Las cáma-
ras se precalentaron a 37 °C en una placa
calefactora (ISAS PC 12T®, Proiser R+D,
España). Las muestras se homogenizaron

antes de cargarse en las cámaras de recuen-
to. El cargado (2.7 µl) se realizó siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Figura 1).
Las cámaras se mantuvieron en la placa
calefactora durante 15 s a 37 °C para evitar
el choque térmico. Para el análisis, se asignó
al azar el orden de las cámaras utilizadas para
evitar el efecto del tiempo de incubación.
Cada muestra fue evaluada en las tres cá-
maras por duplicado. Para estudiar el efecto
de la ubicación del campo sobre la movilidad
de los espermatozoides se identificaron siete
campos longitudinalmente en D4C 10, 16 y
20 µm (Figura 1) y se capturó un mínimo de
200 espermatozoides por campo de análisis.

Análisis CASA-Mot

La evaluación objetiva de la cinética de
los espermatozoides se realizó utilizando el
sistema computarizado CASA-Mot ISAS®v1
(Proiser R+D, España) 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 cámara 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 imágenes.

Figura 1. Diferentes profundidades de cámara
de recuento ISAS®D4C desechables y el
campo analizado. (a): D4C10. (b): D4C16.
(c): D4C20. Los números (1-7) dentro de la
cámara representan los campos de captura
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Los parámetros CASA-Mot fueron ge-
nerados utilizando el módulo de análisis de
movilidad (ISAS®v1) con la configuración
para la especie porcina recomendada por el
fabricante, capturándose siete campos por
cámara, con una réplica en cada caso. El
análisis de los patrones cinemáticos 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-
ra y a continuación, en imágenes sucesivas,
la localización de la célula a partir del
centroide más probable es deducida.

Se evaluaron los siguientes parámetros
cinemáticos:

 Velocidad curvilínea (VCL, µm s-1). La
suma de las distancias entre cada posi-
ción del espermatozoide (centroide) di-
vidida por el tiempo de análisis,

 Velocidad rectilínea (VSL, µm s-1). La
distancia en línea recta entre la primera
y la última posición del espermatozoide
dividida por el tiempo de análisis,

 Velocidad de trayectoria promedio (VAP,
µm s-1). 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,

 Índice de oscilación (WOB, %). Oscila-
ción de la trayectoria real alrededor de
la trayectoria media. WOB = VAP/
VCL*100, adimensional,

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

 Índice de linealidad (LIN, %). Linealidad
de la progresión hacia adelante o la
linealidad de la trayectoria curvilínea. LIN
= VSL/VCL*100, adimensional

 Desplazamiento lateral de la cabeza
(ALH, µm). Distancia promedio de la ca-
beza de los espermatozoides (centroi-
des) expresada como desviación de la
trayectoria media,

 Frecuencia de entrecruzamiento (BCF,
Hz). Se expresa como el número de
movimientos oscilatorios laterales de la
cabeza del espermatozoide (centroide)
alrededor de la trayectoria media.

Los errores de reconocimiento de las
trayectorias los revisó el mismo técnico y los
eliminó cuando fue necesario, para evitar la
introducción de distorsiones en los resultados
finales.

Tasa de Fotogramas

La tasa de fotogramas óptima se deter-
minó 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 análisis de re-
gresión no lineal mediante el siguiente mode-
lo: y = β.α exp (-â/x), donde y es la VCL, x
es la tasa de fotogramas, α es el nivel
asintótico, β es la tasa de incremento a la
asíntota y exp es la base de los logaritmos
naturales.

El significado biológico de la fórmula es
que los valores asintóticos para α represen-
tan el máximo alcanzable cuando la tasa de
fotogramas (frame rate, FR) está por enci-
ma del valor umbral. El valor umbral se cal-
culó convencionalmente como el frame rate
necesario para obtener el 95% del valor máxi-
mo. La tasa de aproximación a la asíntota
representa la dependencia de la curva con el
FR; es decir, un valor relativamente mayor
de α indica un mayor aumento de la VCL a
medida que aumenta el FR y viceversa.

Análisis Estadístico

El efecto profundidad de la cámara de
recuento espermático ISAS®D4C (10, 16, 20
µm) o de la tasa de fotogramas capturado en
cada campo de análisis 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 estadístico utilizado fue: Y

i(k)
 = µ +

C
i
 + ε

i(k) 
o Y

i(k)
 = µ + F

i
 + ε

i(k)
, donde Y

i(k)
 =

representa la variable cinemática de los
espermatozoides; µ es la media general de la
variable Y; C

i
 = el efecto de la cámara de

recuento (i = 1, 2, 3); F
i
= el efecto de la tasa

de fotogramas (j = 1, 2, 3) y ε
i(k)

 = el error
experimental. Se suponen variables aleatorias
e independientes con distribución N (0, σ).
Todos los análisis se ejecutaron con el pro-
grama estadístico InfoStat/P (Di Rienzo et
al., 2020), con un nivel de significancia de
0.05. Los resultados se muestran como me-
dia ± error estándar de la media.

RESULTADOS

Efecto de la profundidad de la cámara de
recuento y la tasa de fotogramas utilizada
sobre la cinemática de los espermatozoides

El análisis de los parámetros cinemáticos
de los espermatozoides (VCL, VSL, VAP,
STR, ALH y BCF) fue generalmente carac-
terizado por un valor significativamente más
alto en la cámara de 20 µm, seguido de la
cámara con la profundidad de 16 µm y los
valores más bajos se asociaron con la pro-
fundidad de cámara de 10 µm (p<0.05). No
hubo diferencias en la LIN de las cámaras
de 10 y 16 µm, pero sí entre estas respecto
de la cámara de 20 µm. Respecto de la WOB,
no hubo diferencias entre las cámaras de 16
y 20 µm, pero sí hubo diferencias con la cá-
mara de 10 µm (Cuadro 1).

Al analizar la cinética espermática en
función 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 disminuyó la
distancia de desviación de la cabeza de los
espermatozoides a partir de la trayectoria
media.

Nivel óptimo de tasa de fotogramas y dis-
tribución de las variables cinemáticas en
cámaras de recuento espermático a dife-
rentes profundidades

Se calculó el nivel óptimo de tasa de
fotogramas para cada profundidad de cáma-
ra de recuento. La variación en los resulta-
dos indicó un aumento en la VCL al incre-
mentar el FR, indistintamente de las profun-
didades de la cámara. Sin embargo, el incre-
mento asintótico para la VSL y VAP con el
aumento del FR no es tan evidente cuando
se utilizan cámaras de recuento de 20 µm. Los
valores de VCL fueron de 40.7 ± 0.4 µm s-1 a
cuando se capturaron 25 fps en cámaras a
10 µm de profundidad y 83.5 ± 2.2 µm s-1

cuando se tomaron 60 fps en cámaras a 20 µm,
lo que significó 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
cámaras a 20 µm fue de 1.0% y para el VAP
de 12.6% cuando se compararon los valores
obtenidos a 25 y 60 fps en cámaras D4C10 y
D4C20, respectivamente (Figura 3).

La variable más sensible a los cambios
en el FR fue la VCL. La estimación del nivel
óptimo de FR fue superior a 80 fps, y la tasa
de incremento (α) disminuyó en el orden del
56.5% al incrementarse en 10 µm la profun-
didad de la cámara de recuento utilizada (Cua-
dro 3).

Efecto del campo de captura analizado den-
tro de la cámara de recuento espermático

Cuando se capturaron las imágenes a
25 fps en cámaras de 10 y 16 µm no se ob-
servó una tendencia clara en los parámetros
cinemáticos a medida que los espermatozoides
se movilizaron desde el punto de deposición
inicial hasta el último campo. Sin embargo,
con la D4C10 se observó una mayor (p<0.05)
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Cuadro 1. Efecto de la profundidad de la cámara de recuento espermático ISAS®D4C (10, 
16, 20 µm) sobre variables de cinética celular (medias ± EE) del semen de verracos 
Pietrain analizado con un sistema CASA-Mot 

 

Variable 
Profundidad de la cámara de recuento (µm) 

10 16 20 

VCL (μm s-1) 52.5 ± 0.6c 60.1 ± 0.5b 69.8 ± 0.8a 
VSL (μm s-1) 34.0 ± 0.5c 37.7 ± 0.3b 41.0 ± 0.4a 
VAP (μm s-1) 40.3 ± 0.6c 42.7 ± 0.4b 47.3 ± 0.4a 
LIN (%) 71.5 ± 0.5b 71.8 ± 0.4b 74.9 ± 0.4a 
STR (%) 79.4 ± 0.7c 87.8 ± 0.2b 89.6 ± 0.2a 
WOB (%) 76.4 ± 0.6b 78.1 ± 0.4a 78.5 ± 0.5a 
ALH (μm) 1.4 ± 0.0c 1.6 ± 0.0b 1.8 ± 0.0a 
BCF (Hz) 10.0 ± 0.2c 11.7 ± 0.1b 12.6 ± 0.2a 

VCL: velocidad curvilínea; VSL: velocidad rectilínea; VAP: velocidad promedio; LIN: índice de linealidad; 
STR: índice de rectitud; WOB: índice de oscilación; ALH: desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: 
frecuencia de entrecruzamiento  

a,b,c Dentro de fila, valores con diferente superíndice presentan diferencias significativas (p<0.05)  

 

Cuadro 2. Efecto de la tasa de fotogramas capturado en cada campo de análisis CASA-Mot 
sobre variables de cinética espermática (medias ± EE) del semen de verracos 
Pietrain 

 

Variable 
Tasa de fotogramas 

25 40 60 

VCL (μm s-1) 50.7 ± 0.2c 59.4 ± 0.5b 72.2 ± 1.0a 
VSL (μm s-1) 34.5 ± 0.3b 38.7 ± 0.4a 39.5 ± 0.5a 
VAP (μm s-1) 39.2 ± 0.3b 45.1 ± 0.5a 46.0 ± 0.6a 
LIN (%) 71.1 ± 0.3c 72.2 ± 0.4b 75.0 ± 0.6a 
STR (%) 82.7 ± 0.4c 85.7 ± 0.5b 88.4 ± 0.5a 
WOB (%) 76.1 ± 0.4c 77.8 ± 0.4b 79.1 ± 0.6a 
ALH (μm) 1.8 ± 0.0a 1.5 ± 0.0b 1.5 ± 0.0c 
BCF (Hz) 8.0 ± 0.1c 10.7 ± 0.1b 15.6 ± 0.2a 

VCL: velocidad curvilínea; VSL: velocidad rectilínea; VAP: velocidad promedio; LIN: índice de linealidad; 
STR: índice de rectitud; WOB: índice de oscilación; ALH: desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: 
frecuencia de entrecruzamiento  

a,b,c Dentro de fila, valores con diferente superíndice presentan diferencias significativas (p<0.05)  
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amplitud del desplazamiento lateral de la ca-
beza (ALH) en el último campo de análisis.
Asimismo, la frecuencia de entrecruzamien-
to (BCF) con la cámara D4C16 fue mayor
en el último campo de la cámara respecto del
primero (Cuadro 4). Con la cámara D4C20

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

Con respecto a la captura de imágenes
a 40 fps en la cámara D4C10, los valores
más altos de las velocidades (VCL, VAP) y
de linealidad (LIN) se observaron más cerca
del punto de deposición. En la cámara D4C16,
se observó este mismo comportamiento para
la VCL y el índice de oscilación (WOB). Sin
embargo, el ALH y la BCF mostraron un
comportamiento inverso al presentar mayo-
res valores cinemáticos en el último campo
de análisis. No hubo diferencias significati-
vas para los valores cinemáticos en los tres
campos de análisis en las cámaras D4C20
(Cuadro 5).

Finalmente, cuando se capturaron cam-
pos a 60 fps, se observó una disminución
(p<0.05) de la velocidad (VAP) en el último
campo de análisis respecto del punto de de-
posición en la cámara D4C10. Para D4C16,
se observó una disminución (p<0.05) progre-
siva de 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 presentó una variación que
contrastó con las observaciones previas, pues
la VCL y WOB aumentaron conforme se avan-
zaba por el campo de análisis (Cuadro 6).

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

Figura 2. Efecto de la tasa de fotogramas
(frame rate) sobre las trayectorias de
espermatozoides de verracos Pietrain con la
cámara de recuento ISAS®D4C20. (a): 25
fps. (b): 40 fps. (c): 60 fps. La línea roja re-
presenta la velocidad curvilínea (VCL, µm s-1),
la azul representa la velocidad rectilínea
(VSL, µm s-1) y la verde representa la velo-
cidad promedio (VAP, µm s-1)
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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 cámara de
recuento ISAS®D4C (10, 16 y 20 µm). Velocidad curvilínea (VCL, µm s-1), velocidad
rectilínea (VSL, µm s-1), velocidad promedio (VAP, µm s-1)

 

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

DISCUSIÓN

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

los análisis seminales por medio de los siste-
mas CASA (Valverde et al., 2020), como por
ejemplo, el número y velocidad de fotogramas
(Caldeira et al., 2019; Gacem et al., 2020a),
el tipo y profundidad de la cámara de recuen-
to (Bompart et al., 2019), la distribución de
los campos de análisis en la cámara (Soler et
al., 2012) y los algoritmos de análisis seminal
del sistema (Urbano et al., 2017; Gallagher
et al., 2018).
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Figura 4. Gráficos de superficie de respuesta de profundidad de cámara vs fotogramas por

segundo (frames per second, fps) para variables de cinética espermática de verracos
Pietrain. VCL: velocidad curvilínea (µm s-1); VSL: velocidad rectilínea (µm s-1); VAP:
velocidad promedio (µm s-1); LIN: índice de linealidad (%); STR: índice de rectitud
(%); WOB: índice de oscilación (%); ALH: desplazamiento lateral de la cabeza (µm);
BCF: frecuencia de entrecruzamiento (Hz)

El avance creciente en el desarrollo de
esta tecnología y con la ayuda de mejoras en
los hardware ha permitido incrementar la tasa
de fotogramas, descrita como el número de
imágenes capturadas por segundo (16-60 Hz)
(Holt et al., 2007), contribuyendo así a mejo-
rar la precisión en las estimaciones de los
parámetros medidos con los sistemas asisti-
dos de análisis seminal. La velocidad de
fotogramas (Castellini et al., 2011; Valverde,
et al., 2019e; Barquero et al., 2021), el nú-
mero de imágenes (Contri et al., 2010) y la
duración del tiempo de video de imagen
(Valverde et al., 2019c) que un sistema pue-

da capturar durante el análisis podrían afec-
tar la distancia que un espermatozoide podría
moverse entre imágenes sucesivas (Mortimer
et al., 1988) y esto tiene un efecto directo
sobre la trayectoria estimada de cada esper-
matozoide (Amann y Waberski, 2014).

Además, las trayectorias de los esper-
matozoides están relacionadas con el tama-
ño y el metabolismo del esperma (Tourmente
et al., 2019) y varían dependiendo de la tasa
de fotogramas utilizada (Mortimer y Swan,
1999). La primera imagen capturada en un
sistema CASA-Mot identifica la posición del
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centroide de la cabeza de cada espermato-
zoide (x

1
, y

1
) y conforme la célula se mueve

en la secuencia de imágenes subsecuentes
se vincula la nueva posición como (x

2
, y

2
) en

la segunda imagen, y así sucesivamente has-
ta la última imagen (Bompart et al., 2018).

Otras fuentes de variación considera-
das en el presente estudio fueron el método
para estimar las trayectorias de los esperma-
tozoides, la concentración del semen (Lu et
al., 2014) y también la profundidad de la cá-
mara de recuento espermático (Bompart et
al., 2018; Caldeira y Soler, 2018; Valverde et
al., 2019a). En el presente estudio, con las
cámaras de recuento utilizadas, se conside-
raron tres elementos que podrían estar rela-
cionados con los resultados de los análisis;
esto es, el diseño de la cámara (Valverde et
al., 2019a), la forma en que se carga la mues-
tra dentro de la cámara (Gloria et al., 2013;
Bompart et al., 2018) y la profundidad de esta
(Valverde y Madrigal-Valverde, 2019).

En el presente estudio se analizaron
cámaras desechables con siete campos
longitudinales y llenado por efecto de la ac-
ción capilar. Todas las variables cinemáticas
fueron mayores cuando hubo una mayor pro-
fundidad de cámara de recuento, lo cual po-
dría explicarse por el efecto Segre-Silberberg
(Douglas-Hamilton et al., 2005) debido a que
en la mayoría de las cámaras disponibles en
el mercado hay variaciones en el calibre del
espacio de recuento, lo que favorece cam-
bios en la distribución de los espermatozoides
(Bompart et al., 2018; Valverde et al., 2019a).
Históricamente, la profundidad de la cámara
de recuento se relacionó con la calidad ópti-
ca y el aumento del objetivo del microscopio,
por lo que la profundidad de 10 µm era utili-
zada para lograr enfocar la mayor cantidad
de células (Bompart et al., 2019). Al reducir
el espacio de movilidad para el libre tránsito
celular se altera el patrón de movilidad natu-
ral de los espermatozoides (Kraemer et al.,
1998) y puede ser una limitante para la eva-

Cuadro 3. Análisis de regresión no lineal de variables de cinética espermática (medias ± EE) 
de verracos Pietrain medidas con diferentes profundidades de cámara de recuento 
ISAS®D4C (10, 16, 20 µm) considerando el nivel asintótico (α), tasa de 
incremento (β) y correlación α/β (ρα,β) necesarios para obtener un nivel umbral del 
95% del valor máximo  

 

Prof. VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF 

Valor asintótico (α); Modelo: y = β * α exp (-β / x) 
10 84.1±2.2 45.6±1.7 60.7±1.9 73.9±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±0.9 80.5±1.0 1.1±0.0 24.1±0.6 
20 82.0±1.4 40.8±0.8 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 (β); Modelo: y = β * α exp (-β / x) 
10 17.8±0.9 10.9±1.2 15.4±1.0 1.2±0.7 4.8±0.9 1.5±0.7 -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 1.2±0.4 -13.1±0.6 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 2.2±0.3 -15.7±0.5 22.8±0.6 

VCL: velocidad curvilínea (μm s-1); VSL: velocidad rectilínea (μm s-1); VAP: velocidad promedio (μm s-1); 
LIN: índice de linealidad (%); STR: índice de rectitud (%); WOB: índice de oscilación (%); ALH: 
desplazamiento lateral de la cabeza (μm); BCF: frecuencia de entrecruzamiento (Hz) 
EE: error estándar. (p <0.05) 
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luación de los espermatozoides en condicio-
nes de hiperactivación (Morales et al., 1988).

En el presente trabajo se encontraron
diferencias en todas las variables cinemáticas
de los espermatozoides conforme se incre-
mentó la profundidad de la cámara. Estos
resultados coinciden con trabajos en caprino
para la VSL medida en cámaras de 20 y 10 µm

(Del Gallego et al., 2017) y en VCL, VAP,
WOB, ALH y BCF en semen bovino al utili-
zar cámaras con 20 µm de profundidad
(Bompart et al., 2019). También se sugiere
que la forma de carga por capilaridad es un
punto de inflexión en la determinación del
patrón de movilidad debido a que la acción
capilar, como consecuencia del flujo de líqui-
do resultante, podría afectar la cola de los

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

 
Campo 

(n) 
VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF 

ISAS®D4C10 
I 

(260) 
41.1±0.8a 29.3±0.9ab 32.6±0.8ab 69.7±1.3a 75.3±2.0ab 75.8±1.4ab 1.5±0.0a 6.7±0.2a 

II 
(309) 

40.7±0.7a 31.0±0.8a 33.6±0.7a 74.8±1.3b 78.6±1.8a 77.7±1.3a 1.5±0.0a 6.9±0.2a 

III 
(493) 

40.6±0.6a 28.1±0.6b 31.4±0.6b 68.1±0.9a 72.0±1.4b 72.9±1.0b 1.6±0.0b 7.0±0.1a 

ISAS®D4C16 
I 

(503) 
50.2±0.7a 32.8±0.6a 38.7±0.6a 71.7±0.8a 84.4±0.8a 77.6±0.7a 1.8±0.0a 7.8±0.1a 

II 
(555) 

50.8±0.7a 33.9±0.6a 39.1±0.6a 70.4±0.8a 85.6±0.7a 77.4±0.6a 1.8±0.0a 8.4±0.1b 

III 
(908) 

50.4±0.5a 33.3±0.5a 38.4±0.5a 70.9±0.6a 85.5±0.6a 76.3±0.5a 1.8±0.0a 8.5±0.1b 

ISAS®D4C20 
I 

(980) 
61.3±0.2a 40.7±0.3a 47.1±0.3a 71.7±0.5a 86.6±0.4a 76.9±0.4a 2.1±0.0a 8.7±0.1a 

II 
(967) 

61.1±0.2ab 41.1±0.3a 46.5±0.3ab 71.3±0.5a 88.3±0.4b 76.2±0.4a 2.1±0.0a 8.9±0.1ab 

III 
(1501) 

60.8±0.2b 41.0±0.3a 46.1±0.2b 72.1±0.4a 88.9±0.3b 76.0±0.3a 2.2±0.0a 9.1±0.1b 

n: número total de espermatozoides analizado 
VCL: velocidad curvilínea (μm s-1); VSL: velocidad rectilínea (μm s-1); VAP: velocidad promedio (μm s-1); 
LIN: índice de linealidad (%); STR: índice de rectitud (%); WOB: índice de oscilación (%); ALH: 
desplazamiento lateral de la cabeza (μm); BCF: frecuencia de entrecruzamiento (Hz) 
Números I, II y III indican los campos de recuento espermático: I, campos 1-2; II, campos 3-4 y III, campos 
5-7 
a,b Dentro de campo, valores con diferente superíndice presentan diferencias significativas en una 
misma cámara (p<0.05) 
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espermatozoides y afectar el movimiento pos-
terior (Lenz et al., 2011; Palacín et al., 2013).

En el análisis de regresión no lineal se
estimó la tasa de fotogramas máxima nece-
saria para determinar el umbral asintótico en
donde un incremento en la tasa de fotogramas
no mejorará la precisión de la estimación de

la trayectoria del espermatozoide. Este valor
varió según el tipo de cámara de recuento,
pero fue superior a 80 fps, definido como el
valor de VCL al ser esta variable la más sen-
sible al cambio con la tasa de fotogramas.
Los resultados fueron similares a los descri-
tos en semen equino y caprino por Hoogewijs
et al. (2012) y Del Gallego et al. (2017), res-

Cuadro 5. Valores de las variables de cinética de los espermatozoides de verracos Pietrain en 
diferentes campos capturados a 40 fps en cámaras de recuento ISAS®D4C con 
profundidades de 10, 16 y 20 µm (media ± EE) 

 

Campo 
(n) 

VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF 

ISAS®D4C10 
I 

(142) 
59.4±1.8a 39.5±1.7a 48.0±1.7a 75.7±1.7a 83.8±2.6a 78.0±1.4a 1.4±0.0a 10.8±0.4a 

II 
(156) 

57.1±1.7ab 33.8±1.6b 44.5±1.6ab 70.4±1.6b 79.9±2.5a 76.0±1.4a 1.4±0.0a 10.5±0.4a 

III 
(222) 

54.0±1.5b 35.5±1.3ab 41.6±1.4b 69.5±1.3b 76.9±2.1a 76.4±1.2a 1.4±0.0a 10.1±0.4a 

ISAS®D4C16 
I 

(374) 
55.0±1.3a 39.1±1.0a 43.9±1.0a 72.8±1.1a 88.8±0.8a 80.0±0.9a 1.4±0.0a 9.7±0.3a 

II 
(344) 

56.6±1.3ab 38.8±1.1a 43.2±1.1a 70.9±1.1a 88.8±0.8a 76.8±0.9b 1.5±0.0b 10.0±0.3ab 

III 
(459) 

58.8±1.2b 40.0±0.9a 45.2±0.9a 70.5±1.0a 87.4±0.7a 76.9±0.8b 1.5±0.0b 10.6±0.2b 

ISAS®D4C20 
I 

(822) 
64.7±1.1a 41.5±0.7a 47.6±0.8a 74.2±0.7a 89.6±0.4a 79.4±0.5a 1.6±0.0a 11.5±0.2a 

II 
(674) 

65.6±1.2a 41.3±0.8a 47.3±0.8a 73.8±0.7a 89.3±0.4a 78.7±0.6a 1.7±0.0a 11.6±0.2a 

III 
(1009) 

64.4±1.0a 39.9±0.7a 46.1±0.7a 73.4±0.6a 88.8±0.4a 78.6±0.5a 1.6±0.0a 11.4±0.2a 

n: número total de espermatozoides analizado 
VCL: velocidad curvilínea (μm s-1); VSL: velocidad rectilínea (μm s-1); VAP: velocidad promedio (μm s-1); 
LIN: índice de linealidad (%); STR: índice de rectitud (%); WOB: índice de oscilación (%); ALH: 
desplazamiento lateral de la cabeza (μm); BCF: frecuencia de entrecruzamiento (Hz) 
Números I, II y III indican los campos de recuento espermático: I, campos 1-2; II, campos 3-4 y III, campos 
5-7 
a,b Dentro de campo, valores con diferente superíndice presentan diferencias significativas en una misma 
cámara (p<0.05) 
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pectivamente, aunque ellos utilizaron una tasa
de fotogramas menor a 25 fps. Por otro lado,
Contri et al. (2010) no encontraron diferen-
cias en los parámetros cinemáticos del se-
men de toros al utilizar 30 o 45 fotogramas
por campo.

Al estudiar el efecto de la posición den-
tro de la cámara de recuento, los valores
cinemáticos no fueron diferentes del lugar de

deposición de la muestra; resultados que con-
cuerdan con los descritos para bovino
(Bompart et al., 2019), humano (Soler et al.,
2012) y caprino (Del Gallego et al., 2017)
utilizando cámaras de 10 y 20 µm, mientras
en un estudio con semen de zorro se encon-
tró una disminución de los valores cinemáticos
entre el último campo con la primera parte
de la cámara (Soler et al., 2014). Estos re-
sultados podrían indicar que las diferencias

Cuadro 6. Valores de las variables de cinética de los espermatozoides de verracos Pietrain en 
diferentes campos capturados a 60 fps en cámaras de recuento ISAS®D4C con 
profundidades de 10, 16 y 20 µm (media ± DE) 

 

Campo 
(n) 

VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF 

ISAS®D4C10 
I  

(131) 
63.1±2.0a 36.3±1.6a 48.2±1.7a 75.1±1.5a 85.4±2.3a 79.6±1.9a 1.3±0.0a 12.6±0.6a 

II  
(96) 

57.1±2.4a 37.2±1.8a 40.9±2.0b 70.8±1.7a 83.6±2.6a 76.6±1.8a 1.2±0.0a 12.7±0.7a 

III  
(89) 

59.4±2.5a 37.0±1.9a 42.8±2.1b 70.8±1.8a 82.1±2.7a 76.3±1.9a 1.3±0.0a 12.8±0.7a 

ISAS®D4C16 
I  

(187) 
76.9±2.2a 43.8±1.0a 48.6±0.9a 73.8±1.4a 90.3±0.7a 80.1±1.3a 1.5±0.0a 16.5±0.5a 

II  
(173) 

73.7±2.3ab 40.8±1.0b 45.8±1.0b 72.8±1.5a 89.5±0.7a 78.0±1.3a 1.4±0.0ab 17.4±0.5a 

III  
(242) 

69.3±2.0b 37.8±0.8c 42.4±0.8c 72.7±1.2a 89.7±0.6a 79.8±1.1a 1.4±0.0b 16.4±0.5a 

ISAS®D4C20 
I  

(173) 
78.9±3.2a 41.6±1.3a 49.2±1.2a 79.7±1.6a 91.6±0.7a 78.5±1.5a 1.6±0.1a 16.7±0.6a 

II  
(75) 

83.4±4.8ab 41.0±1.9a 49.1±1.9a 75.8±2.5a 91.5±1.0a 78.8±2.3a 1.7±0.1a 18.8±0.9b 

III  
(116) 

90.6±3.9b 41.3±1.6a 47.6±1.5a 81.3±2.0a 91.5±0.8a 84.8±1.8b 1.7±0.1a 17.3±0.7ab 

n: número total de espermatozoides analizado 
VCL: velocidad curvilínea (μm s-1); VSL: velocidad rectilínea (μm s-1); VAP: velocidad promedio (μm s-1); 
LIN: índice de linealidad (%); STR: índice de rectitud (%); WOB: índice de oscilación (%); ALH: 
desplazamiento lateral de la cabeza (μm); BCF: frecuencia de entrecruzamiento (Hz) 
Números I, II y III indican los campos de recuento espermático: I, campos 1-2; II, campos 3-4 y III, campos 
5-7 
a,b,c Dentro de campo, valores con diferente superíndice presentan diferencias significativas en una 
misma cámara (p<0.05)  
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encontradas no se relacionan con el diseño
de la cámara, sino con diferencias entre es-
pecies.

En trabajos donde se estudió el efecto
de la movilidad y cinemática a lo largo del
área ecuatorial del portaobjetos mostraron
diferencias en los campos cercanos a la fron-
tera, pero no en otras áreas de muestreo
(Nöthling y dos Santos, 2012). En el presente
trabajo, considerando la tasa de fotogramas
por campo y el tipo de cámara, se pudo ob-
servar diferencias en algunas variables para
el campo analizado. Los valores más altos
obtenidos cerca del lugar donde se depositó
la gota (campo I) y los más bajos al final del
movimiento del fluido (campo III) no podrían
explicarse del todo por el flujo de Poiseuille y
el consecuente efecto Segre-Silberberg
(Kuster, 2005) o el posterior efecto de ten-
sión 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
cámara de recuento y tasa de fotogramas por
campo no es posible traducir los resultados
obtenidos con el uso de un tipo de cámara en
resultados cuando se utiliza otro tipo de cá-
mara. Esto confirma que la elección de la
cámara de conteo tiene un efecto importante
en los patrones de movilidad.

CONCLUSIONES

 El uso de diferentes cámaras de recuento
conduce a cambios significativos en la
estimación de los parámetros cinemáticos
de los espermatozoides de verraco.

 Una mayor frecuencia de fotogramas por
segundo aporta mejor información para
la estimación de las trayectorias, punto
por punto, de los centroides de las célu-
las lo que incide directamente en los pa-
trones cinemáticos del semen.

 Existe una variación importante a lo lar-
go del área longitudinal de captura que
es específica para cada tipo de cámara
de recuento.
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