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Resumen

Introduccion. Las condiciones ptimas de andlisis seminal permiten estandarizar los protocolos de evaluacion.
Objetivo. Evaluar el efecto de factores externos relacionados con el seminograma sobre las subpoblaciones
espermadticas de bovinos de la raza Brahman. Materiales y métodos. El estudio se realiz6 con animales de dos
fincas ganaderas de Alajuela, Costa Rica, de septiembre a diciembre de 2019. Se utilizaron diez toros Brahman que
fueron electroeyaculados y el semen se diluyé con tres diluyentes comerciales: Andromed®, Androstar® y BTS, a
dos temperaturas (37 y 29 °C). Las muestras se analizaron mediante un sistema CASA-Mot ISAS®v1 y se utilizaron
cdmaras de recuento ISAS®DAC (10, 16 y 20 um) y Spermtrack® en diferentes tiempos de andlisis (0, 3, 6 'y 12 h).
Resultados. La Spermtrack® presenté mayor velocidad curvilinea pero menor linealidad respecto de las otras cdmaras
de recuento (p<0,05). La durabilidad de las muestras fue menor para todas las variables de cinética espermadtica
(p<0,05), excepto para el indice de rectitud (STR). La velocidad curvilinea fue mayor cuando se utiliz6 Andromed®,
pero hubo mayor progresividad con Androstar® (p<0,05). Se identificaron cinco subpoblaciones espermdticas a partir
de tres componentes principales: velocidad, progresividad y ondulacién. La distribucion de espermatozoides en las
subpoblaciones varié (p<0,05) segun la durabilidad de la muestra y la cdmara de recuento. Conclusiones. El tipo de
diluyente, la temperatura de dilucidn, la cdmara de recuento y el tiempo transcurrido tras la carga inicial del semen
condicionaron las variables cinéticas del eyaculado. La movilidad y cinética del semen mejoré cuando se utilizaron
alturas de cdmara de 20 ym y diluyente Androstar®. La existencia de subpoblaciones espermdticas en el eyaculado se
vio afectada por el tipo de diluyente utilizado, el cual condiciond la presencia de diferentes patrones de movilidad,
progresividad y ondulacion de las células en las diferentes subpoblaciones dentro del eyaculado.
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Abstract

Introduction. The optimal conditions for semen analysis enable us to standardize the evaluation protocols.
Objective. To evaluate the effect of external factors related to the semen analysis on the sperm subpopulations of the
Brahman cattle. Materials and Methods. The study was conducted with animals from two cattle farms in Alajuela,
Costa Rica, from September to December 2019. Ten Brahman bulls were used that were electroejaculated and the
semen was diluted with three commercial diluents: Andromed®, Androstar®, and BTS, at two temperatures (37 and
29 °C). The samples were analyzed using a CASA-Mot ISAS®v1 system and ISAS®D4C counting chambers (10,
16 and 20 pym) and Spermtrack® were used at different analysis times (0, 3, 6 and 12 h). Results. The Spermtrack®
presented higher curvilinear velocity but lower linearity compared to the other counting chambers (p<0.05). The
samples durability was lower for all the sperm kinematic variables (p<0.05), except for the straightness index (STR).
Curvilinear velocity was higher when Andromed® was used, but there was greater progressivity with Androstar®
(p<0.05). Five sperm subpopulations were identified from three main components: velocity, progressiveness, and
undulation. The distribution of spermatozoa in the subpopulations varied (p<0.05) according to sample durability
and counting chamber. Conclusion. The type of diluent, dilution temperature, counting chamber, and time elapsed
after initial semen loading conditioned ejaculate kinematic variables. Semen motility and kinematics improved
when chamber heights of 20 ym and Androstar® diluent were used. The existence of sperm subpopulations in the
ejaculate was affected by the type of extender used, which conditioned the presence of different motility patterns,
progressiveness and cell undulation in the different subpopulations within the ejaculate.

Keywords: spermatozoa, livestock, counting chamber, bull, animal reproduction.

Introduccion

La base de todo sistema de produccién pecuario es la reproduccion y la produccién es el principal ingreso
econdémico de una unidad de produccion ganadera, tanto cdrnica como lechera (Isengildina-Massa et al., 2020;
Sun et al., 2019). La evaluacién reproductiva y seminal de un toro, es fundamental para estimar la capacidad
reproductiva potencial de un macho (Quintero-Moreno et al., 2017) y, por consiguiente, influye significativamente
en el éxito de un programa reproductivo. Algunos estudios han demostrado que hasta el 30 % de los toros son
infértiles o sub-fértiles (Pdez & Corredor, 2014). La prediccién de la fertilidad de los toros mediante el andlisis
del eyaculado bovino debe considerar la complejidad constitutiva de las células espermdticas (Quintero-Moreno
et al., 2017). Existen factores que condicionan el andlisis del semen, como el tipo de diluyente y la temperatura de
dilucion de las muestras (Awad, 2011; Biiyiikleblebici et al., 2014), el tipo y profundidad de la cdmara de recuento
(Del-Gallego et al., 2017; Gloria et al., 2013; Soler et al., 2012; Valverde & Madrigal-Valverde, 2018), la tasa de
fotogramas o frame rate (Barquero et al., 2021; Castellini et al., 2011; Valverde et al., 2019b), el tiempo de captura
de video (Boryshpolets et al., 2013; Valverde et al., 2019¢) y el tiempo de andlisis (Bompart et al., 2019). Se deben
de conocer los factores externos que pueden condicionar los resultados obtenidos con los sistemas CASA, para
minimizar la variacién que podrian introducir en los andlisis seminales (Mortimer et al., 2015; Nuifiez-Martinez et
al., 2006; Yaniz et al., 2018).

El estudio de métodos de recoleccion del semen (Avalos etal., 2018), capacidad de preservacion de los medios
de dilucion (Murphy et al., 2018; Patil et al., 2020), produccién de dosis seminales (Bompart et al., 2019) y nimero
optimo de espermatozoides por dosis (Menegatti et al., 2020), han permitido estandarizar mds las técnicas rutinarias
de extraccion de semen en la especie bovina (Barszcz et al., 2012; Contri et al., 2010).
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Los sistemas CASA (Computer Assisted Semen Analysis) proporcionan informacion importante respecto de
la cinética y movilidad espermdtica (Holt & Palomo, 1996; Soler et al., 2017; Valverde et al., 2019a) con mayor
exactitud y precisidn respecto de los andlisis subjetivos por técnicos de laboratorio (Valverde & Madrigal-Valverde,
2019). Los resultados pueden variar con el tipo de cdmara de recuento utilizada (Bompart et al., 2018; Hoogewijs et
al., 2012; Peng et al., 2015; Valverde & Madrigal-Valverde, 2019), tiempo transcurrido desde la eyaculacion hasta
el andlisis (Hahn et al., 2019), temperatura y tipo de diluyente (Arslan et al., 2019; Murphy et al., 2018) o por la
dilucion de la muestra (Broekhuijse et al., 2011).

El principio de llenado de cdmaras de recuento puede ser por capilaridad o por desplazamiento de la gota,
para cada uno existen cdmaras reutilizables y desechables (Soler et al., 2012). El andlisis de un elevado nimero de
células permite identificar subpoblaciones espermdticas y cémo se distribuyen en un eyaculado particular segtn los
patrones de movimiento caracteristicos de cada subpoblacidn, porque el eyaculado se constituye por una poblacién
heterogénea de espermatozoides (Holt et al., 2007; Vicente-Fiel et al., 2013; Ydniz et al., 2017).

Algunos autores han sugerido que las variables cinéticas no pueden considerarse un marcador confiable
como predictor de la fertilidad de un eyaculado (Holt et al., 1997). Esto puede relacionarse con el hecho de
que en la fertilidad, el efecto de la hembra es relevante y cuando el semen estd en el oviducto hay relaciones
de interaccion que intervienen sobre la variabilidad total mostrada por esta caracteristica, sin embargo, es poco
probable que los espermatozoides con insuficiente o alterado movimiento puedan colonizar el oviducto y es mds
probable que conforme mayor movilidad espermdtica presente una muestra, los espermatozoides puedan llegar a
la ampolla oviductal para la fecundacién (Bravo et al., 2011; Muifio et al., 2008). Otros estudios, indicaron que las
subpoblaciones espermadticas con espermatozoides rapidos y lineales, tuvieron una alta probabilidad de fecundar los
ovocitos (Pefia et al., 2018); por otro lado, Ibanescu et al. (2020), refirieron que las subpoblaciones con porcentajes
espermdticos rdpidos y porcentajes no muy altos en linealidad, pueden asociarse con una mayor fertilidad, mientras
que otros autores, mencionaron que este mismo patrén en las subpoblaciones es especifico de espermatozoides
hiperactivos y lo relacionaron con la fertilidad (Kathiravan et al., 2011).

Cuando se estudia el efecto de la conservacidén del movimiento tras la carga inicial del semen a través del
tiempo, la muestra seminal pierde movilidad. Esto es debido a que los medios de dilucion aportan nutrientes a los
espermatozoides, pero esos nutrientes son utilizados por las células que agotan las reservas. Los andlisis seminales
deben llevarse a cabo rdpidamente en el laboratorio luego de recolectar las muestras, para obtener la movilidad real
de la muestra (Bompart et al., 2019). El andlisis del semen bovino en condiciones tropicales requiere la definicién
de criterios de andlisis en el laboratorio con el propdsito de sistematizar la evaluacién seminal. Ademads, el andlisis
de la estructura poblacional del eyaculado estd condicionada a factores externos relacionados con el andlisis del
semen en el laboratorio. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de factores externos relacionados con
el seminograma sobre las subpoblaciones espermadticas de bovinos de la raza Brahman.

Materiales y métodos
Descripcion y localizacion del experimento

El desarrollo del estudio se realiz6 con base en los principios éticos en la investigacidn cientifica aprobados por
el Comité Técnico del Centro de Investigacion y Desarrollo de la Agricultura Sostenible para el Trépico Himedo del
Instituto Tecnolégico de Costa Rica (CIDASTH-ITCR), de acuerdo con la seccién 01/2019, articulo 1.0, DAGSC-074.

La investigacion se realizé en las fincas ganaderas: La Vega, ubicada en La Vega de Florencia, San Carlos
(10°25°20,98” norte; 84°31°17,57” oeste), con una altura media de 70 msnm y La Balsa, ubicada en San Lorenzo,
San Ramoén (10°21°8,60” norte, 10°31°17,13” oeste), con una altura media de 180 msnm, las cuales pertenecen a
la Unidad de Ganado de Carne, del Programa de Produccién Agropecuaria (PPA) de la Escuela de Agronomia del
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Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, Campus Tecnoldgico Local San Carlos. En ambas fincas, la precipitacién y
humedad relativa anual media fue de 3400 mm y 85 %, respectivamente. El periodo de estudio se llevé a cabo de
septiembre a diciembre de 2019.

Animales

Se utilizaron diez animales del PPA seleccionado a nivel genético para caracteristicas de crecimiento de la raza
Brahman (Bos indicus), cuya edad promedio fue 3,6+1,6 afios. Antes del inicio de la fase experimental, hubo un
periodo de sesenta dias de descanso sexual de los toros. Durante el periodo experimental, los animales se manejaron
en un drea de 18 ha, donde se establecié un sistema rotacional de siete apartos, con seis dias de ocupacién y
42 dias de descanso, con pasto Ratana (Ischaemum indicum) y Mombaza (Panicum mdximum). Los animales
estuvieron en pastoreo sin restricciones de acceso a consumo de forraje y se les suministrd sal, minerales y agua ad
libitum, mediante abrevaderos. El manejo sanitario de los animales fue con desparasitante externo Dectomax (e.g.
Doramectina), vitaminas hidrosolubles (Catosal®) y minerales (Matsuda Top Line Cria). A los toros se les realizé
un diagnéstico general, que consistié en aspectos anatémicos como condicién de aplomos y pezuiias, condicion
corporal, coloracién de las mucosas y particularidades de cada animal. En el examen androldgico se valord la
condicidn de los 6rganos reproductivos externos, como los testiculos, escroto, prepucio y el pene.

Recoleccion y procesamiento del semen

Cada toro se inmovilizé por medio una prensa hidrdulica, para recolectar el semen con el método de
electroeyaculacion descrito por Morillo et al. (2012). Antes de utilizar el electroeyaculador, los animales se
prepararon recortdandoles los pelos del orificio prepucial y su limpieza, luego, se introdujo la mano enguantada por
el recto para evacuar las heces contenidas en el intestino. Se revisaron los érganos vesiculares y la prostata y se
procedi6 con un masaje transrectal de las glandulas accesorias (glandulas vesiculares y ampollas de los conductos
deferentes) y prdstata durante 60-120 s, para intensificar la respuesta sexual y provocar relajamiento del esfinter
anal antes de introducir la sonda-electrodo. La sonda de electroeyaculacion, cuyas dimensiones fueron de 40 cm
de largo y 7,7 cm de didmetro, se introdujo por el recto del animal hasta posicion de 90° luego de levantar la cola
del toro e introducir el electrodo lubricado dirigiéndolo hacia abajo y con movimientos rotatorios. Se aplicaron
estimulos a minima intensidad y, de forma paulatina, se incrementé de acuerdo con la reaccion del animal. De
forma automadtica, se aplicaron estimulos de cuarenta ciclos durante dos segundos, sin embargo, cuando no se
obtuvo respuesta por parte del animal ni exposicidn del pene, se procedid a realizar ciclos manuales con una
duracién mayor y de manera ascendente, controlados por un médico veterinario. La recoleccion del semen se
realiz6 del pene mediante un tubo colector estéril desechable (tubo Falcon® de 15 ml).

El eyaculado se diluyé en una proporcion 1:1 (vol:vol), con tres diluyentes comerciales (Andromed®,
Androstar® y BTS (Beltsville Thawing Solution); Minitube, Tiefenbach — Alemania) en tubos Falcon® de 15 ml
con su respectiva identificacion. Todas las muestras seminales se analizaron a dos temperaturas (37 °C y 29 °C).
Las muestras seminales se trasladaron en una hielera de polipropileno al Laboratorio de Reproduccién Animal, del
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica en el Campus Tecnoldgico Local San Carlos, antes de su andlisis espermatico.

Evaluacion del semen con el sistema CASA-Mot

Las muestras de semen se diluyeron en una proporcién 1:5 (vol:vol) y se examinaron de inmediato en el
Laboratorio de Reproduccion Animal del ITCR. Después de mezclar las muestras de semen diluido, se colocaron 3
pl de semen en la cdmara de recuento espermatico. Los andlisis se realizaron con el sistema CASA-Mot ISAS®v1
(Sistema Integrado de Andlisis de Semen, Proiser R + D, Valencia, Espaiia), equipado con una camara de video
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(Proiser 782M, Proiser R + D), con una velocidad de cincuenta fotogramas por segundo (fps) y una resolucion final
de 768 x 576 pixeles. La cdmara se conectd a un microscopio UB203 (UOP / Proiser R + D) con un ocular 1X, un
objetivo de contraste de fase negativa 10X (AN 0.25) y una placa calefactora integrada, mantenida a 37,0 y 29,0
+0,5 °C. La configuracion del sistema CASA considerada fue la que venia indicada por defecto del fabricante para
el andlisis de muestras de bovino. Tanto las imdgenes como los datos se guardaron para la posterior reevaluacion
de las trayectorias de cada célula. Se aleatorizo el orden en que se hicieron los andlisis, para evitar que influyera de
forma constante en los resultados obtenidos.

Analisis de variables de cinética espermatica

Cada muestra se analizé por duplicado y se consideraron siete campos en cdmaras de recuento ISAS®D4C a
10, 16 y 20 um. Para la cdmara de recuento Spermtrack® de 20 ym, se tomaron nueve campos de andlisis segtin
la disposicion de la posicidn central. Se contabilizaron al menos 600 células por muestra. Se evaluaron tres
velocidades: a) velocidad curvilinea (VCL, um s™), es la suma de las distancias entre las posiciones del centroide
de la cabeza del espermatozoide, fotograma por fotograma, dividida por unidad de tiempo, b) velocidad rectilinea
(VSL, pm s), es la distancia en linea recta entre la primera y la tdltima posicion del espermatozoide, dividida por
el tiempo transcurrido, y ¢) velocidad promedio de la trayectoria (VAP, um s), es la velocidad promediada en el
tiempo de un espermatozoide a lo largo de su trayectoria promedio. Se obtuvieron tres indices adimensionales de
progresividad celular: a) linealidad de la progresion hacia adelante [LIN= (VSL/VCL)x100], es la linealidad de la
trayectoria curvilinea, b) indice de rectitud [STR= (VSL/VAP)x100], es una medida de la linealidad de la trayectoria
promedio, y c) oscilacion de la trayectoria [WOB= (VAP/VCL)x100] es una medida de oscilacion de la trayectoria
real sobre la trayectoria promedio. Todos los indices se expresaron en porcentaje. Ademds, evalud la amplitud de
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, ym) es la distancia promedio de la cabeza del espermatozoide desde la
trayectoria promedio de movimiento espermdtico, donde la trayectoria promedio se calculé con una media mdvil
de 5 puntos (se puede considerar como el valor mdximo o medio a lo largo de la trayectoria) y la frecuencia de
entrecruzamiento (BCF, Hz), es la frecuencia con la que la cabeza del espermatozoide cruza la linea de trayectoria
promedio durante la adquisiciéon de video. La configuracion del software se ajustd al andlisis de espermatozoides
de bovino: de 10 a 80 um? para el drea de la cabeza y 11 um para conectividad. Todas las variables mencionadas
anteriormente, correspondieron al médulo CASA-Mot.

Ensayo comparativo entre cimaras de recuento espermatico Spermtrack® e ISAS®D4C

Se utilizaron dos tipos de cdmaras de recuento para el andlisis de las variables de cinética espermatica: la
Spermtrack®, que es reutilizable y se basa en el principio de desplazamiento de la gota y la cdmara ISAS® D4C que
es una desechable basada en el principio de capilaridad. Las cdmaras ISAS® D4C se utilizaron a tres profundidades
(10, 16 y 20 um); esto es, la altura entre el portaobjetos y el cubreobjetos de la cdmara, después de precalentarlas a
37 °C. El llenado de las cdmaras se realiz6 por capilaridad y por desplazamiento de la gota, por lo que pudo darse
diferentes distribuciones celulares en funcion del avance capilar de la muestra. En este caso, las posibles diferencias
deberfan aparecer a lo largo del recorrido, analizdndose las posibles modificaciones desde la posicidn 1 hastala 7 en
el caso de la ISAS® D4C. Para la Spermtrack® se contabilizaron nueve campos de andlisis con base en la posicion
central como posicion inicial (1).

Ensayo de conservacion del movimiento espermatico tras el tiempo de carga

Se realizé una evaluacidn de todas las variables de cinética espermadtica a diferentes tiempos tras la carga inicial
del semen en la cdmara de recuento Spermtrack®, ISAS® D4C (10, 16 y 20 pm), para analizar los cambios en las
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caracteristicas de la muestra conforme pasé el tiempo. Se analizaron las muestras a tiempo cero (carga inicial del
semen en las cdmaras de recuento) y a las 3, 6 y 12 h después. Cada vez, se cargaron las cdmaras de recuento con
el semen que se encontraba almacenado a 37 °C para la evaluacion de la conservacién del movimiento.

Analisis estadistico

Se determinaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad, mediante las pruebas de Shapiro-Wilks y
Levene para los datos obtenidos del andlisis CASA-Mot de todas las células analizadas. Ademads, se utiliz6 papel
probabilistico normal para evaluar la distribucion normal.

Se realizaron procedimientos de agrupamiento para identificar subpoblaciones de esperma del conjunto
de datos de movilidad espermadtica. Todos los valores para las variables cinéticas se estandarizaron para evitar
cualquier efecto de escala. El primer proceso consistié en realizar un andlisis de componentes principales o andlisis
factorial de todos los datos, para obtener un menor nimero de combinaciones lineales que atin conservaran la mayor
cantidad de informacion posible de las variables originales. El nimero de componentes principales (CP) utilizados
en el siguiente proceso del andlisis, se determind a partir del criterio de Kaiser. Se seleccioné solo aquellos con un
valor propio (eingenvalue; varianza extraida de cada CP>1). Ademads, se realizo la prueba de esfericidad de Bartlett
y la prueba KMO (Kaiser-Meyer-Olkin) (Spencer, 2013). Como método de rotacion, se utilizé el método varimax
con la normalizacién de Kaiser (Kaiser, 1958). El segundo proceso consistié en realizar un andlisis no jerdrquico
con el modelo de k-medias (k-means), que utiliza distancias euclideas de las variables cuantitativas después de la
estandarizacion de los datos, por lo que los centros de agrupacion fueron las medias de las observaciones asignadas
a cada agrupacion (Kaufman & Rousseeuw, 2005).

El andlisis multivariado de grupos de k-medias, se realiz para clasificar los espermatozoides en un nimero reducido
de subpoblaciones (clusters o grupos), de acuerdo con sus variables cinéticas. En el proceso final, para determinar el
ndmero 6ptimo de grupos, los centroides finales se agruparon a nivel jerdrquico con el método Ward (Murtagh &
Legendre, 2014). Por lo tanto, el procedimiento de agrupamiento permitié la identificacién de subpoblaciones de
esperma, porque cada grupo contribuy6 a uno final formado por los espermatozoides unidos a los centroides.

Se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias estadisticas en las distribuciones
de observaciones (espermatozoides individuales) y luego se utiliz6 un procedimiento de modelos lineales
generalizados (GLM) para determinar los efectos de la temperatura de andlisis del semen, el medio de dilucién,
el tiempos de andlisis y la cdmara de recuento, sobre las variables cinéticas medias de espermatozoides y como
efectos directos sobre estas.

Las diferencias entre medias se analizaron mediante la prueba de Bonferroni. Los resultados se presentan como
mediazerror estandar de la media (EE). La significacidn estadistica se consideré en p<0,05. Todos los datos se
analizaron con el paquete IBM SPSS, version 23.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.).

Resultados

Efecto del tipo de camara de recuento y el tiempo de analisis tras la carga inicial del semen sobre los
parametros cinéticos

Los resultados de las variables de cinética mostraron los mejores valores de velocidad para la cdmara
Spermtrack®, excepto la variable VSL (19,09+0,72 pym s). Las cdimaras ISAS® D4C (10, 16, y 20 ym), mostraron
los valores mds altos en la progresividad; para la ondulacién la variable ALH (2,27+0,05 ym) fue mayor en la
cdmara Spermtrack®, para los valores de BCF fueron mayores en las cdmaras ISAS®. Las cdmaras D4C10 y D4C20,
tuvieron datos intermedios y muy similares entre si (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Variables de cinética espermatica (media=EE) en semen fresco de toros Brahman medidas en diferentes cdmaras de recuento.
Laboratorio de Reproduccion Animal, Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, Campus San Carlos, Alajuela, Costa Rica. 2020.

Table 1. Sperm kinematics variables (mean+SEM) in fresh semen of Brahman bulls measured in different counting chambers. Animal
Reproduction Laboratory, Instituto Tecnologico de Costa Rica, San Carlos Campus, Alajuela, Costa Rica. 2020.

Camara
ISAS® D4C10 ISAS®D4C16 ISAS®D4C20 Spermtrack®
n/ % 1292/21,53 1288/21,47 1890/31,5 1530/25,5
VCL 41,33x1,11° 46,04+1,16° 47,92+1,24° 51,27+1,28¢
VSL 19,57+0,63% 22,03+0,65° 19,51+0,70° 19,09+0,72°
VAP 23,77+0,62° 27,22+0,65° 24,48+0,69° 26,56+0,71°
LIN 47,73+0,93* 50,42+0,97° 47,89+1,03* 42.,82+1,07¢
STR 78,81+0,97¢ 78,48+1,01° 77,76x1,08* 72,65+1,12°
WOB 57,55+0,69* 60,09+0,71° 59,00+0,76* 55,71+0,79¢
ALH 1,77+0,05° 1,92+0,05° 1,87+0,05%® 2,27+0,05¢
BCF 7,81+0,16* 7,90+0,17* 7,38+0,18" 6,78+0,18°

n / %= nimero de espermatozoides y porcentaje que representa cada cdmara de recuento; VCL= velocidad curvilinea (um s™); VSL=
velocidad rectilinea (um s™); VAP= velocidad promedio de la trayectoria (um s'); LIN= linealidad de la progresién (%); STR= indice
de rectitud (%); WOB= oscilacion de la trayectoria (%); ALH= amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (#m); BCF= frecuencia
de entrecruzamiento (Hz). EE= error estandar de la media. *© Letras diferentes dentro de linea, indican diferencias entre las cdmaras de
recuento espermadtico. p<0,05. n /%= number of spermatozoa and percentage represented by each counting chamber; VCL= curvilinear
velocity (pm s'); VSL= straight-line velocity (xm s'); VAP= average path velocity (um s'); LIN= linearity of forward progression
(%); STR= straightness index (%); WOB= path oscillation (%); ALH= amplitude of lateral head displacement (x#m); BCF= crossover
frequency (Hz). SEM= standard error of the mean. *¢ Different letters within rows, indicate differences between sperm counting
chambers. p<0.05

Para el andlisis de tiempos, la velocidad conformada por VCL, VSL y VAP, mostraron diferencias significativas
en los cuatro tiempos de andlisis. Ademds, se obtuvieron los mayores resultados en todas las variables en el tiempo
de andlisis 0, con excepcion en la variable de STR, donde mejores indices se mostraron en los tiempos 3, 6 y 12.
Ademds, se observo una muerte celular conforme paso el tiempo entre la extraccion y el andlisis seminal (Cuadro 2).

Efecto del tipo de diluyente y temperatura de dilucion del semen sobre las variables cinéticas

La utilizacion de diferentes diluyentes mostré diferencias significativas en la progresividad, representado por
las variables de LIN, STR y WOB; ademds de dos variables mds, VCL (velocidad) y ALH (ondulacién), donde el
diluyente Androstar® mostrd los valores mds altos para estas variables, excepto la VCL, que el valor mds alto lo
obtuvo Andromed® (Cuadro 3).

Hubo un efecto de la temperatura y diluyente respecto a las variables cinéticas con diferencias significativas en
los diluyentes Andromed®, Androstar® y BTS, sin embargo, con el BTS no hubo diferencias en LIN y ALH entre
temperaturas. Con respecto a los diluyentes Andromed® y BTS, se obtuvieron una mayor velocidad y movimiento
ondulatorio con la temperatura de 29 °C y una mayor progresividad con la temperatura de 37 °C. Mientras que con
el Androstar®, se obtuvo una mayor velocidad, progresividad y movimiento ondulatorio con la temperatura de 29
°C (Cuadro 4).

Distribucion de la cinematica espermatica dentro de la subpoblacién entre diluyentes

Los valores para el andlisis de componentes principales (CP) indicaron que habia tres CP por cada diluyente.
Andromed® y BTS mostraron velocidad (CP1), representada por VCL, VSL, VAP, con un efecto mayor por VAP
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Cuadro 2. Efecto de la durabilidad de la muestra sobre variables de cinética espermdtica (media£EE) en semen fresco de toros
Brahman. Laboratorio de Reproduccién Animal, Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Campus San Carlos, Alajuela, Costa Rica. 2020.

Table 2. Effect of durability of the sample on kinetic variables (mean+SEM) in fresh semen of Brahman bulls. Animal Reproduction
Laboratory, Instituto Tecnologico de Costa Rica, San Carlos Campus, Alajuela, Costa Rica. 2020.

Tiempo de analisis tras la carga inicial de la camara de recuento (h)

0 3 6 12

n/ % 3075/51,25 2284/38,07 492/8,2 149/2,48
VCL 56,75+0,59° 47,61+0,72° 41,46+1,31¢ 31,89+2,53¢
VSL 24,79+0,33* 21,40+0,41° 17,53+0,74¢ 13,45+1,42¢
VAP 31,55+0,33¢ 26,65+0,40° 22,08+0,73¢ 17,31+1,41¢
LIN 51,70+0,49° 47,37+0,60° 45,63+1,09° 43,25+2,10°
STR 75,68+0,52° 78,01+0,63° 78,95+1,14° 76,23+2,20"
WOB 62,91+0,36° 57,89+0,44° 55,45+0,81° 54,68+1,56°
ALH 2,10+0,02° 2,04+0,03 1,82+0,05° 1,63+0,10°
BCF 7,79+0,08 8,36+0,10° 7,62+0,19 5,46+0,36¢

n / %= nimero de espermatozoides y porcentaje que representa cada tiempo de andlisis; VCL= velocidad curvilinea (yzm s); VSL=
velocidad rectilinea (um s™'); VAP= velocidad promedio de la trayectoria (um s'); LIN= linealidad de la progresién (%); STR= indice
de rectitud (%); WOB= oscilacion de la trayectoria (%); ALH= amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (um); BCF= frecuencia
de entrecruzamiento (Hz). EE= error estdndar de la media. * Letras diferentes dentro de linea, indican diferencias entre los tiempos
de andlisis tras la carga inicial de la cdmara de recuento espermatico. p<0,05. n /%= number of sperm and percentage that represents
each analysis time; VCL= curvilinear velocity (ym s'); VSL= straight-line velocity (um s'); VAP= average path velocity (ym s);
LIN= linearity of forward progression (%); STR= straightness index (%); WOB= path oscillation (%); ALH= amplitude of lateral
head displacement (zm); BCF= crossoverfrequency (Hz). SEM= standard error of the mean. *¢ Different letters within rows, indicate
differences between the analysis times after the initial load of the sperm counting chamber. p<0.05.

Cuadro 3. Variables de cinética espermdtica (media+EE) en semen fresco de toros Brahman, diluido con tres diluyentes comerciales.
Laboratorio de Reproduccion Animal, Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, Campus San Carlos, Alajuela, Costa Rica. 2020.

Table 3. Sperm kinetics variables (mean+SEM) in fresh semen of Brahman bulls, diluted with three commercials extenders. Animal
Reproduction Laboratory, Instituto Tecnologico de Costa Rica, San Carlos Campus, Alajuela, Costa Rica. 2020.

Diluyente

Androstar® BTS Andromed®
n/ % 2317/38,62 1897/31,62 1786/29,77
VCL 40,87+0,81* 44,34+0,92° 54,24+0,95¢
VSL 22,07+0,45* 21,80+0,52* 16,14+0,54°
VAP 25,23+0,45* 26,45+0,51° 24,55+0,53¢
LIN 56,22+0,67* 52,00+0,77° 32,96+0,79¢
STR 82,32+0,70* 79,59+0,80° 69,03+0,83¢
WOB 64,74+0,50° 62,33+0,57° 46,52+0,59°
ALH 1,61+0,03* 1,79+0,04° 2,45+0,04¢
BCF 7,37+0,12* 7,53+0,13® 7,70+0,14°

n / %= nimero de espermatozoides y porcentaje que representa cada diluyente; VCL= velocidad curvilinea (ym s™); VSL= velocidad
rectilinea (ym s'); VAP= velocidad promedio de la trayectoria (um s); LIN= linealidad de la progresion (%); STR= indice de rectitud
(%); WOB= oscilacién de la trayectoria (%); ALH= amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (#m); BCF= frecuencia de
entrecruzamiento (Hz). BTS= Belstville Thawing Solution. EE= error estandar de la media. * Letras diferentes dentro de linea, indican
diferencias entre los diluyentes comerciales. p<0,05. n /%= number of sperm and percentage they represent at each diluent; VCL=
curvilinear velocity (ym s'); VSL= straight-line velocity (um s'); VAP= average path velocity (ym s'); LIN= linearity of forward
progression (%); STR= straightness index (%); WOB= path oscillation (%); ALH= amplitude of lateral head displacement (xm); BCF=
crossoverfrequency (Hz). BTS= Belstville Thawing Solution. SEM= standard error of the mean. * Different letters within rows indicate
differences between commercial extenders p<0.05.
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Cuadro 4. Efecto de la temperatura del diluyente sobre variables de cinética espermdtica (media+EE) en semen fresco de toros
Brahman. Laboratorio de Reproduccién Animal, Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Campus San Carlos, Alajuela, Costa Rica 2020.

Table 4. Effect of diluent temperature on sperm kinetic variables (mean+SEM) in fresh semen Brahman bulls. Animal Reproduction
Laboratory, Instituto Tecnologico de Costa Rica, San Carlos Campus, Alajuela, Costa Rica, 2020.

Andromed® Androstar® BTS

Temperatura (37 °C)

VCL 44,94+1,61* 45,29+0,76* 43,33+0,92*
VSL 15,22+0,56* 21,14+0,51° 21,56+0,59°
VAP 20,67+0,70¢ 26,58+0,47* 26,90+0,59*
LIN 38,16+0,90° 49,09+0,71* 51,60+0,86°
STR 74,22+1,22* 74,29+0,65* 75,18+0,85*
WOB 49,96+0,63* 62,12+0,54° 64,63+0,62°
ALH 2,08+0,07° 2,11+0,03* 2,00+0,04*
BCF 7,61+0,20° 6,08+0,12° 6,23+0,15°
Temperatura (29 °C)

VCL 62,68+0,85" 49,24+0,78" 57,51+0,83"
VSL 18,79+0,30° 29,79+0,52° 27,39+0,53°
VAP 28,76+0,37° 32,71+0,48° 34,22+0,53°
LIN 34,22+0,48° 65,84+0,72° 51,58+0,78°
STR 67,27+0,64° 87,33+0,67° 78,23+0,77°
WOB 47,26+0,33" 72,20+0,55° 62,83+0,56"
ALH 2,69+0,04° 1,50+0,03° 2,06+0,03*
BCF 8,24+0,11° 9,08+0,12° 8,67+0,14°

VCL= velocidad curvilinea (um s'); VSL= velocidad rectilinea (um s™'); VAP= velocidad promedio de la trayectoria (ym sV);
LIN= linealidad de la progresion (%); STR= indice de rectitud (%); WOB= oscilacién de la trayectoria (%); ALH= amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (ym); BCF= frecuencia de entrecruzamiento (Hz). BTS= Belstville Thawing Solution. EE= error
estdndar de la media. ** Letras diferentes dentro de columna, indican diferencias entre las temperaturas del diluyente del semen para
cada variable cinética. p<0,05. VCL= curvilinear velocity (um s™'); VSL= straight-line velocity (xm s'); VAP= average path velocity
(um s1); LIN= linearity of forward progression (%); STR= straightness index (%); WOB= path oscillation (%); ALH= amplitude of
lateral head displacement (xm); BCF= crossoverfrequency (Hz). BTS= Belstville Thawing Solution. SEM= standard error of the mean.
*® Different letters between columns indicate differences between temperatures of semen extender for each kinetic variable. p<0.05.

para Andromed® y VCL para BTS, con vectores propios de 0,960 y 0,907, respectivamente, mientras que para
Androstar® mostraron progresividad (CP1), representada por LIN y WOB, con un mayor efecto por WOB con un
vector propio de 0,928. Al contrario, al CP1, para el componente principal dos (CP2), los diluyentes Andromed® y
BTS, mostraron progresividad con un efecto mayor en LIN con vectores propios de 0,938 y 0,921, respectivamente;
mientras que el diluyente Androstar® mostré velocidad, con efecto mayor por VCL de 0,896. El CP3, representado
por STR y BCF, denominado ondulatorio, para los tres diluyentes fue dada principalmente por BCF (Andromed®:
0,986; Androstar®: 0,905; BTS: 0,846). Estos resultados indicaron que la velocidad y la progresividad de los
espermatozoides tuvieron un efecto relativamente mayor sobre la varianza total que las otras variables (Cuadro 5).

Hubo diferencias significativas entre todas las subpoblaciones espermiticas en cada diluyente (p<0,05). La
distribucién de subpoblaciones no fue la misma para cada diluyente. Los valores cinéticos de cada subpoblacién
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Cuadro 5. Valores propios de los vectores de componentes principales (CP*) para variables cinéticas en semen fresco de toros Brahman
en tres diluyentes comerciales. Laboratorio de Reproduccion Animal, Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Campus San Carlos,
Alajuela, Costa Rica. 2020.

Table 5. Eigenvalues of the principal component vectors (PC*) for kinetic variables in fresh semen of Brahman bulls in three commercials
diluents. Animal Reproduction Laboratory, Instituto Tecnologico de Costa Rica, San Carlos Campus, Alajuela, Costa Rica. 2020.

Andromed® Androstar® BTS
Variable CP, CP, CP, CP, CP, CP, CP, CP, CP,
VCL 0,946 0,896 0,907
VSL 0,613 0,684 0,656 0,619
VAP 0,960 0,839 0,884
LIN 0,938 0,913 0,921
STR 0,772 0,604 0,608 0,603
WOB 0,757 0,928 0,914
ALH 0,895 0,765 0,821
BCF 0,986 0,905 0,846
Var Exp 38,67 33,77 13,57 34,83 31,87 18,93 34,71 33,86 18,48

Var Exp: varianza explicada en cada CP. Varianza total explicada: Andromed®= 86,01 %; Androstar®= 85,63 %; BTS= 87,05 %.
* Expresa las variables mas importantes en cada CP. Solo se presentan valores propios >0,6. VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad
rectilinea; VAP: velocidad promedio de la trayectoria; LIN: linealidad de la progresion; STR: indice de rectitud; WOB: oscilacién de
la trayectoria; ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de entrecruzamiento. BTS: Belstville Thawing
Solution. Var Exp: variance explained in each PC. Total variance explained: Andromed®= 86,01 %; Androstar®= 85,63 %; BTS = 87,05
%. “Expresses the most important variables in each PC. Only eigenvectors >0.6 are presented. VCL: curvilinear velocity; VSL: straight-
line velocity; VAP: average path velocity; LIN: linearity of forward progression; STR: straightness index; WOB: path oscillation; ALH:
amplitude of lateral head displacement; BCF: crossover frequency. BCF: beat-cross frequency. BTS: Belstville Thawing Solution.

por cada diluyente, mostraron que las variables VCL y VAP fueron los que mds cambiaron entre las subpoblaciones
espermdticas. Los valores mds altos de VCL fueron: Andromed® (SP3, 112,41£1,12 um s*), Androstar® (SP1,
89,22+1,31 um s), BTS (SP1, 90,12+1,36 um s*); mientras que para VAP fueron: Andromed® (SP3, 46,50+0,54
pm s, Androstar® (SP2, 51,3620,52 um s') y BTS (SP3, 53,7120,62 um s*). Respecto del indice de linealidad,
la distribucion de subpoblaciones con los mayores indices de linealidad no fue la misma segun el diluyente
utilizado, sin embargo, la SP2 s{ presenté mayor LIN, independiente del medio de dilucion. Cuando el diluyente fue
Andromed®, la SP1 y SP2 presentaron los valores mas altos, sin embargo, con el diluyente Androstar®, la SP2 y SP4
mostraron mayor linealidad. Las subpoblaciones mds lineales fueron SP2 y SP3 cuando se utilizé BTS (Cuadro 6).

Distribucion de las subpoblaciones espermaticas segtin el tiempo de analisis y la cimara de recuento

La distribucién porcentual de espermatozoides en las diferentes subpoblaciones varié en relacién con la
durabilidad de la muestra en el tiempo de andlisis y la cdmara de recuento utilizada (Cuadro 7). Cuando se
analizaron los espermatozoides a las 0 y 3 h tras la carga inicial, la subpoblacién 4 presenté la mayor cantidad
de células con valores de 31,64 y 36,30 %, respectivamente. A las 6 h, la SP2 present6 el 39,63 % de las c€lulas,
mientras que, a las 12 h tras la carga inicial la SP3 mostré el 47,65 % del total de células analizadas. La distribucién
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Cuadro 6. Variables de cinética espermatica (medias+EE) de subpoblaciones (SP) méviles en semen fresco de toros Brahman, diluido
en tres diluyentes comerciales. Laboratorio de Reproduccion Animal, Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Campus San Carlos,
Alajuela, Costa Rica 2020.

Table 6. Sperm kinematics variables (means+=SEM) of motile subpopulations (SP) in fresh semen of Brahman bulls diluted in three
commercials extenders. Animal Reproduction Laboratory, Instituto Tecnologico de Costa Rica, San Carlos Campus, Alajuela, Costa
Rica, 2020.

VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF
Andromed®
SP1 59,03£1,20*  31,82+0,48* 34,26+0,53* 55,31+0,71* 91,56+1,16* 59,50+0,55*  2,13+0,05*  11,95+0,14*
SpP2 43,95£1,48°  23,26x0,60° 25,88+0,66° 57,49+0,88* 86,79+1,43* 63,76+£0,68° 2,07+0,06**  4,33+0,18°
SP3 112,41+1,12¢  21,48+0,49° 46,50+0,54° 20,41+0,72° 47,75+1,17° 42,58+0,56°  4,98+0,05¢ 6,35+0,14¢
SP4 58,44+1,02¢  15,67£0,41¢ 2595+0,46° 29,19+0,61° 64,01£0,99° 44,87+0,47¢ 2,33x0,04¢ 12,23+0,12¢
SP5 38,95+0,80¢  10,05+0,33¢ 15,79+0,36¢ 29,56+0,48° 65,64+0,78° 42,09+0,37¢ 1,92+0,03° 5,74+0,10¢
Androstar®
SP1 89,22+1,31*  25,22+0,85* 42,40+0,75* 29,37+1,04* 57,32+1,18* 50,68+0,91*  4,12+0,05* 6,02+0,20°
SP2 67,08+0,92°  49,76+0,59* 51,36+0,52° 78,74+0,72° 92,55+0,82° 82,54+0,63° 1,94+0,03°  8,66+0,14°
SP3 34,19+0,81¢  10,09+0,52¢ 17,09+0,46° 32,42+0,64* 58,78+0,73* 52,91+0,54*  1,64+0,03¢  4,59+0,13¢
SP4 29,99+0,80¢ 21,83+£0,51¢ 23,13+0,45¢ 75,87+0,63° 91,03+0,72° 81,39+0,55" 1,21+0,03¢ 5,60+0,12*
SP5 45,81+0,80°  25,50+0,52* 26,80+0,46° 58,55+0,63¢ 92,47+0,72° 61,81+£0,55¢ 1,61+0,03° 12,11+0,12¢
BTS
SP1 90,12+1,36*  20,37+0,75* 44,55+0,77* 23,01£1,06* 45,58+1,20* 50,96+0,95*  3,97+0,05 6,64+0,30*
Sp2 31,55+0,87° 21,05+0,48* 23,08+0,50° 71,26+0,68> 89,00+0,77° 77,49+0,60° 1,30+0,03° 5,57+0,14°
SP3 71,12+£1,08°  51,54+0,60° 53,71+0,62¢ 74,42+0,85° 93,02+0,96° 77,99+0,76°  2,30+0,04° 9,37+0,18¢
SP4 40,07+£0,94¢  10,82+0,52¢ 20,06+0,53¢ 27,38+0,73¢ 53,67+0,83¢ 52,22+0,65* 1,96+0,04°  4,60+0,16¢
SP5 51,43+£0,92°  24,96+0,51¢ 27,49+0,52¢ 50,17+0,72° 88,65+0,81° 55,02+0,64 1,86+0,04¢ 11,78+0,15¢

VCL= velocidad curvilinea (pm s*'); VSL= velocidad rectilinea (um s™'); VAP= velocidad promedio de la trayectoria (ym s);
LIN= linealidad de la progresion (%); STR= indice de rectitud (%); WOB= oscilacion de la trayectoria (%); ALH= amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (ym); BCF= frecuencia de entrecruzamiento (Hz). EE= error estdndar de la media. Numero de
espermatozoides= 6000. “* Letras diferentes indican diferencias entre las subpoblaciones de espermadticas por diluyente. p<0,05. VCL=
curvilinear velocity (um s™); VSL= straight-line velocity (um s'); VAP= average path velocity (um s'); LIN= linearity of forward
progression (%); STR= straightness index (%); WOB= path oscillation (%); ALH= amplitude of lateral head displacement (#m); BCF=
crossover frequency (Hz). SEM= standard error of the mean. Number of spermatozoa= 6000. *< Different letters indicate differences
between sperm subpopulations per diluent. p<0.05.

de espermatozoides por subpoblacion también fue diferente segtin la altura de la cdmara de recuento utilizada;
cuando la cdmara fue de 10 um (D4C10) la subpoblacién 4 presenté el mayor porcentaje de células con un valor
de 31,89 %, al utilizar la cdmara de 16 um (D4C16), la SP3 agrupé al 33,70 % de las células y con las cdmaras de
20 um (D4C20 y Spermtrack®), en ambos casos, presentaron la mayor distribucién de células en la SP2 con valores
de 38,15 y 34,84 %, respectivamente (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Distribuciones porcentuales de cada subpoblacion espermadtica en semen fresco de toros Brahman, segtin el tiempo de
andlisis y la cdmara de recuento. Laboratorio de Reproduccién Animal, Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Campus San Carlos,
Alajuela, Costa Rica 2020.

Table 7. Percentage distributions of each sperm subpopulation in fresh semen of Brahman bulls, according to the analysis time and
counting chamber. Animal Reproduction Laboratory, Instituto Tecnologico de Costa Rica, San Carlos Campus, Alajuela, Costa Rica, 2020.

Subpoblacion (% de espermatozoides)

SP, SP, SP, SP,
Tiempo de analisis (h)
0 14,24 27,320 26,80 31,649
3 16,72 24,82 22,59 36,309
6 20,33 39,63 32,52¢ 7,529
12 21,48% 17,45 47,65 13,429
Camara de recuento
ISAS®D4C10 22,29 15,40 30,42 31,89¢
ISAS®*D4Cl16 21,82 28,42%¢ 33,70 e 16,07 %
ISAS® D4C20 15,24« 38,15" 23,70 <" 2291
Spermtrack® 25,10 34,84 14,84 <v 25,23

Cada fila indica el porcentaje de espermatozoides en cada subpoblacion espermadtica. Cluster: suma de porcentaje para cada tiempo de
andlisis= 100, y cdmara de recuento= 100. Numero total de espermatozoides para cada tiempo: 0 h= 3075; 3 h= 2284; 6 h= 492; 12
h= 149. Numero total de espermatozoides para cada cdmara: D4C10= 1292, D4C16= 1288, D4C20 = 1890, Spermtrack®= 1530. *><d
Diferentes superindices indican diferencias dentro de fila con respecto a cada subpoblacién espermdtica. “#¥® Diferentes superindices
indican diferencias dentro de columna para cada tiempo de andlisis. ™% Superindices diferentes indican diferencias dentro de columna
para cada cdmara de recuento. Prueba de Chi cuadrado (%?). p<0,05. Each row indicates the percentage of spermatozoa in each sperm
subpopulation. Cluster; sum of percentage for each analysis time= 100, and counting chamber= 100. Total number of sperms for each
time: 0 h= 3075; 3 h= 2284; 6 h=492; 12 h= 149. Total number of sperms for each chamber: D4C10= 1292, D4C16= 1288, D4C20=
1890, Spermtrack®= 1530. ®® <4 Superscript indicates differences within row regarding sperm subpopulation. “f%® Different superscripts
indicate differences within the row regarding sperm subpopulation. “#® Different superscript indicate differences within column for each
analysis time. »¢™ Different superscript indicate differences within column for each counting chamber; Chi squared ()2) test. p< 0.05.

Discusion

Al evaluar el efecto del tipo de cdmara de recuento, la velocidad curvilinea en las cdmaras desechables (ISAS®
DA4C) fue inferior que en la cdmara reutilizable o Spermtrack®. La velocidad rectilinea y promedio no presentaron
un patron caracteristico al analizar el efecto del tipo de cdmara. Se ha descrito que al aumentar la profundidad de la
cdmara de recuento se incrementa la velocidad curvilinea de las células (Gloria et al., 2013; Valverde & Madrigal-
Valverde, 2019). Dicho efecto se observé en este trabajo con las cdmaras de 10 y 20 um, pero no con la de 16 um
(p> 0,05), aunque la tendencia fue que esta variable se incrementd con la altura de la cdmara. La variacién en los
resultados podria explicarse por la forma en que se incorpor6 la muestra de semen en la cimara de recuento, ya que
el desplazamiento por capilaridad a una mayor altura, podria proporcionar una mejor condicién fisica de espacio
para el desplazamiento celular que a alturas de cdmara menores (Contri et al., 2010).

La ondulacién de las células dada por la ALH, fue significativamente mayor en la cdmara por carga de
desplazamiento de la gota (Spermtrack®) que en las cdmaras desechables, cuyo principio es el avance del semen por
capilaridad. Se han descrito resultados similares en cdmaras de recuento reutilizables y desechables con diferencias
significativas entre estas (Gloria et al., 2013).
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La frecuencia de entrecruzamiento (BCF) mostré diferencias entre los tipos de cdmaras, sin embargo, la
Spermtrack® presentd los valores menores (6,78+0,18 Hz). Este valor menor respecto de las cdmaras de recuento
ISAS® D4C, podria explicarse debido a la tension superficial en el perimetro entre porta y cubreobjetos, ya que
los espermatozoides con pérdida de la integridad de sus membranas pueden fluir por movimiento Browniano por
la cdmara de recuento, lo que sobreestima la valoracidn de las variables cinéticas de los espermatozoides (Lenz
et al., 2011). Otros autores han descrito que no se presentaron diferencias significativas entre alturas de cdmaras
desechables, pero si en las reusables, por lo que siguieren evaluar el efecto del tipo de carga de la cdmara que se
va a utilizar para cada especie (Soler et al., 2012).

Algunos autores han demostrado que el efecto de SegreSilberberg (Segré & Silberberg, 1962) regula la
distribucién de los espermatozoides en el medio de suspension (Douglas-Hamilton et al., 2005), ya que durante
el flujo de Poiseuille pueden presentarse diferentes capas en donde varian las velocidades de desplazamiento, las
cuales son causadas por la inercia del fluido en movimiento (Segré & Silberberg, 1962), lo que podria generar una
discrepancia entre resultados segun la altura y/o profundidad de la cdmara de recuento de carga capilar. Este efecto
en la camara de ISAS® D4C 10 ym generd una presién mayor que en la de ISAS® D4C 16 y 20 um, donde se
presentd una mejor distribucion y menor arrastre de espermatozoides en las cdmaras mds profundas.

En estudios en bovino, los resultados indicados por Murphy et al. (2016) fueron coincidentes con el presente
estudio, donde la movilidad de las muestras disminuyeron conforme el tiempo y se observé una muerte prolongada
de espermatozoides y una disminucion de la cinética celular. Independiente de los factores de dilucidn, temperatura,
almacenamiento o tipo de diluyente utilizado, la movilidad de los espermatozoides en el semen fresco se disminuyd
a medida que aumenta la duracién del almacenamiento (O’Hara et al., 2010).

El diluyente debe conservar las caracteristicas del eyaculado durante el periodo de almacenamiento (Viquez
et al., 2020). La dilucién de las muestras es necesaria para determinar la concentracion espermdtica adecuada
para realizar los andlisis con el sistema CASA-Mot (Bompart et al., 2018; Farrell et al., 1995). Los resultados
presentados con el diluyente Andromed®, coincidieron con lo descrito por Contri et al. (2010), ya que al utilizar
un diluyente hiperténico se podrian esperar valores mayores de velocidad curvilinea y ondulacién y, por lo tanto,
menor progresividad. Una movilidad no progresiva y una rectitud espermadtica reducida son caracteristicas de
espermatozoides hiperactivados (Hyakutake et al., 2018). Esta progresividad, determinada por los valores de
linealidad e indice de rectitud (STR), disminuyeron al favorecerse un mayor movimiento circular, sin embargo,
estas variables in situ podrian cambiar y tender a aumentar, debido a que las paredes acanaladas del oviducto
limitarfan el movimiento circular de los espermatozoides y podrian funcionar como una barrera bioldgica y de
seleccion espermadtica que favorece el movimiento progresivo, lo que podria aumentar el indice de rectitud celular
y esto se podria correlacionar con la fertilidad (Hyakutake et al., 2018; Ydniz et al., 2018).

Se ha descrito que la temperatura éptima para evaluacién del semen bovino debe ser 37 °C; sin embargo, al
analizar el efecto de la temperatura de andlisis del semen fresco bovino, 37 °C respecto de temperaturas menores
(29 °C), provocaron una menor velocidad celular, pero la linealidad y progresividad de los espermatozoides se
favoreci6 a temperaturas mds elevadas (37 °C). Resultados similares se describieron en macho cabrio (Hahn et al.,
2019) y en humano (Thijssen et al., 2014), donde compararon el semen a dos temperaturas de andlisis (23 y 35 °C).
Otros trabajos han descrito que la temperatura de almacenamiento no tuvo ningtin efecto sobre la integridad de las
membranas y que la temperatura ambiente favoreci6 la movilidad de los espermatozoides (Murphy et al., 2016), lo
que es concomitante con lo encontrado en el presente trabajo. Ademds, es posible que a temperaturas superiores a
30 °C, la célula incremente su metabolismo, lo que favorece un mayor gasto energético y disminuye las reservas
de ATP, lo cual podria afectar de forma negativa la movilidad de los espermatozoides (Storey, 2008).

La distribucién de valores propios en el andlisis de componentes principales vario segtin el tipo de diluyente
utilizado. Es probable que la composicién quimica de los medios de dilucidn, condicionen una distribucién
diferente en los patrones cinemadticos de los eyaculados. Esto podria explicar las diferencias encontradas en las
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subpoblaciones espermadticas segtin el tipo de diluyente utilizado. Ademds, el hecho de que un primer componente
principal esté explicado por la velocidad y en otro caso por la linealidad, podria ser un indicio de que los medios
de dilucién condicionen la movilidad y cinética de los eyaculados. Esto generaria un patrén de diferencias entre
las subpoblaciones espermdticas posteriores (Viquez et al., 2020). Es posible que al haber variables cinéticas que
se confundan entre los componentes principales, como por ejemplo en el caso del Andromed®, las diferencias entre
las subpoblaciones espermadticas sean mds dificiles de encontrar o incluso no sean relevantes a nivel bioldgico.

Las diferencias encontradas entre las subpoblaciones para las variables de cinética, podrian estar condicionadas
por los valores propios que explican los componentes principales. La VSL medida en el semen diluido con el
Andromed®, se confundid entre los componentes principales 1 y 2. Al determinar las subpoblaciones espermadticas,
estds presentaron menores diferencias entre si, para todas las variables de cinética, respecto de los otros diluyentes
utilizados, con resultados muy similares a los resultados descritos en semen de toros Holstein (Muifio et al., 2008).
La capacidad de fertilizacion del semen bovino podria explicarse en los conjuntos celulares que mayor movimiento
activo y progresivo presenten (Muifio et al., 2009).

Si se considera el movimiento activo explicado por la velocidad promedio y la progresividad explicada por
el indice de linealidad, las subpoblaciones que presentaron este patrén en los diluyentes Androstar® y BTS fueron
las SP2 y SP3, respectivamente. En el caso del Andromed®, aunque hubo una menor velocidad promedio de las
células, el patrén de movimiento activo se present6 en la SP1. Esto podria indicar que existe una variabilidad dentro
del eyaculado, condicionada a factores externos como el tipo de diluyente que afecta a algunas subpoblaciones.
En otros conjuntos celulares dentro del mismo eyaculado, se observaron diferentes patrones de movilidad,
progresividad y ondulacion de las células, lo que refuerza la idea de la heterogeneidad del eyaculado, incluso en
animales de una misma raza.

Conclusiones

Los pardmetros cinéticos de los espermatozoides de toro pueden ser afectados por el tipo de cdmara utilizada
y el tiempo transcurrido tras la carga inicial. Las cdmaras de 20 um, permitieron un movimiento menos restrictivo
que las de alturas menores.

El semen deberfa analizarse en las primeras tres horas después de ser extraido. El tipo de diluyente y la
temperatura de dilucién condicionaron las variables cinéticas de los espermatozoides. El Androstar® y BTS
presentaron valores aceptables para las variables de cinética y la temperatura ambiental (29 °C) favorecié mejores
valores de cinética espermdtica. La existencia de subpoblaciones espermadticas en el eyaculado, se vio afectada
por factores externos como el tipo de diluyente utilizado al momento de realizar los andlisis. El tipo de diluyente
condiciond para que se presentaran diferentes patrones de movilidad, progresividad y ondulacién de las células en
las diferentes subpoblaciones dentro del eyaculado.
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