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Evaluacion de Tres Métodos para Uso de Albumina Sérica
Bovina en el Sexado de Espermatozoides de Toros

EvaLuATiON OF THREE METHODS FOR USE OF BOVINE SERUM ALBUMIN IN BULL
SPERMATOZOA SEXING

Gonzalo W. Gonzales Aparicio'*, Prospero C. Cabrera Villanueva?

RESUMEN

La investigacion se hizo para determinar la posibilidad de variar la proporcion de
espermatozoides de toros con cromosoma Y mediante el uso de albumina sérica bovi-
na (ASB) en tres métodos propuestos: Doble centrifugacion en ASB (M1);
Centrifugacion y migracion en ASB (M2); Doble migracién en ASB (M3). Las muestras
de semen se conservaron durante 20-24 horas a 5 °Cy luego se congelaron en nitroge-
no liquido. La variacion en la proporcion de espermatozoides con cromosoma Y (cuer-
po F) se determind usando una tincion con diclorhidrato de quinacrina. No se encon-
traron diferencias significativas en el porcentaje de cuerpos F (48.445.9% para el
control y de 45.8+5.5 a 47.2+4.9% para los tratamientos). La tasa de recuperacion
espermatica fue de 50.7% para M1, 36.2% para M2 y 21.4% para M3 (p<0.01). Hubo
una reduccion significativa (p<<0.01) de las caracteristicas espermaticas por efecto del
uso de ASB: la vitalidad espermatica se redujo del 64.2% en el control a42.5,37.2y
27.2% para M1, M2 y M3, respectivamente; la motilidad se redujo del 83.1% en el
control a 48.1, 31.9 y 23.1% para M1, M2 y M3, respectivamente; el porcentaje de
espermatozoides con membrana funcional se redujo del 64.6% en el controla42.7,42.6
y 39.6% con M1, M2 y M3, respectivamente; y el porcentaje de espermatozoides
vivos con acrosoma no reaccionado vario del 58.1% en el control a 35.1,30.2 y 20.5%
con M1, M2 y M3, respectivamente. Se observo una reduccion general de las caracte-
risticas espermaticas por efecto de la congelacion en nitrégeno liquido (p<0.01), ha-
ciéndolas inviables.

Palabras clave: albumina sérica bovina, sexado espermatico, diclorhidrato de
quinacrina, cuerpo F, acrosoma

! Ganadera San Simon SAC, Caiiete, Peru

2 Departamento de Produccion Animal, Facultad de Zootecnia, Universidad Nacional Agraria La
Molina, Lima, Peru

3 E-mail: gonzalo.wlad@gmail.com

Recibido: 2 de febrero de 2016
Aceptado para publicacion: 4 de mayo de 2016

518



Uso de albumina sérica bovina en el sexado de espermatozoides de toros

This study was conducted to determine the possibility to vary the proportion of bull
spermatozoa with Y chromosome by using bovine serum albumin (BSA) in three methods:
Double centrifugation in BSA (M1); centrifugation and migration in BSA (M2); Double
migration in BSA (M3). The sperm samples were stored for 20-24 hours at 5 °C and then
frozen in liquid nitrogen. The variation in the proportion of spermatozoa with Y
chromosome (f-body) was determined by staining with quinacrine dihydrochloride. No
significant difference was observed in the percentage of f-body (48.4+5.9% for the con-
trol and from 45.8+5.5 to 47.2+4.9% for the treatments. The spermatozoa retrieval rate was
50.7% for M1, 36.2% for M2, and 21.4% for M3 (p<0.01). The effect of ASB on sperm
characteristics was significant (p<0.01): the sperm vitality was reduced from 64.2% in the
control to42.5,37.2 and 27.2% in M1, M2 and M3 respectively; motility was reduced from
83.1% inthe control to 48.1,31.9 and 23.1% in M 1, M2 and M3 respectively; the percentage
of sperm with functional membrane was reduced from 64.6% in the control to 42.7, 42.6
and 39.6% in M1, M2 and M3 respectively; and the percentage of live sperm with
unreacted acrosome was 58.1% in the control and 35.1, 30.2 and 20.5% in M1, M2 and M3
respectively. Sperm characteristics of frozen semen were highly affected (p<<0.01) making

them unviable.

Keywords: bovine serum albumin, sperm sexing, quinacrine dihydrochloride, f-body,

acrosome

INTRODUCCION

Laposibilidad de poder controlar el sexo
de la progenie siempre tuvo especial interés
debido a consideraciones médicas en huma-
nos y econdmicas en el campo de la produc-
cion animal. En especies de interés
zootécnico como en el ganado bovino, la se-
leccion del sexo permitiria incrementar la in-
tensidad de seleccion de un sexo respecto
del otro y, por tanto, la habilidad trasmisora
de caracteres productivos (Van Vleck y
Everett, 1976).

Una forma para condicionar el sexo de
la descendencia puede ser lograda por medio
de la separacion de los espermatozoides mas-
culinos y femeninos, lo cual se denomina
sexado de espermatozoides. En la década de
los ochenta se iniciaron los procedimientos
para establecer la seleccion del sexo por
medio de la variacion de cromatina entre los
espermatozoides X ¢ Y usando citometria de
flujo, en la que los espermatozoides son mar-
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cados con el colorante fluorescente Hoechst
33342. Este colorante se fija al ADN y la
fluorescencia emitida por cada cromosoma
es proporcional a su tamafio. Asi, los
espermatozoides con cromosoma X emiten
una sefial mayor que aquellos con cromosoma
Y. Cran et al. (1994) lograron separar
espermatozoides X e Y del semen bovino con
una precision del 90%; sin embargo, con una
menor tasa (17%) en la formacion de
blastocistos. En la actualidad, esta es la téc-
nica que mas se ha desarrollado y se utiliza
de forma comercial para la obtencidon de
pajillas de semen sexado de toros.

Otro método utiliza el diferencial de den-
sidad que tiene cada tipo de espermatozoide,
basado en la diferencia del contenido de ADN
y proteina nuclear existente en la cabeza de
los dos tipos de espermatozoides, y que en el
bovino es de 0.06% (Palma, 2001). Esta ca-
racteristica fue aprovechada en trabajos de
centrifugacion mediante el uso de medios
como Percoll® (Béttcher, 1996), Optipret®
(Resende et al., 2009) y Bovipure®

519



G. Gonzales y P. Cabrera

(Samardzija et al., 2006), que forman
gradientes continuos donde se da un aumen-
to gradual de la densidad desde la parte su-
perior a la inferior, o gradientes discontinuos
utilizando dos cdmaras. Con los medios den-
sosy la aplicacion de fuerza gravitacional por
centrifugacion, fue posible provocar un des-
plazamiento diferencial entre los grupos de
espermatozoides portadores del cromosoma
X oY (Costa, 2007).

En otros casos se utiliza la velocidad de
migracion en medios viscosos como yema de
huevo disuelta en solucion fisiologica
(Schilling, 1966), albumina sérica bovina —
ASB — (Ericcson et al., 1973) y albimina
sérica humana — ASH — (Hernandez et al.,
2008). El uso de medios elaborados con
albuminas séricas en gradientes, sean conti-
nuos o discontinuos, son de los métodos mas
usados para lograr el sexado de
espermatozoides en humanos; sin embargo
los resultados en términos de eficacia en la
tasa de sexado espermatico logrado son muy
discutidos. Se reportan fracciones con 85%
de espermatozoides con cromosoma Y en
humanos (Ericsson et al., 1973) y 72.7% en
ovinos (Hadi y Al-Timimi, 2013), en tanto que
Hernandez et al. (2008) lograron separar
espermatozoides de conejos portadores de
cromosomas Y mediante simple migracion en
gradientes continuas de ASH sin
centrifugacion, obteniendo 73 y 23% de ga-
zapos machos y hembras, respectivamente.
No obstante, otros estudios muestran la
inefectividad de dicho producto. En tal senti-
do, Beal et al. (1984) no lograron obtener
diferencias en el sexo de la progenie con es-
perma bovino procesado en ASB, ni Zavos
(1985) con semen de conejo procesado en
albiimina.

El objetivo general de la presente inves-
tigacion fue determinar si el uso de la albu-
mina sérica bovina en métodos de sexado de
espermatozoides permite variar la proporcion
de espermatozoides con cromosoma Y en
muestras seminales de toros. Para ello se plan-
tearon como objetivos especificos: (1) De-
terminar la capacidad de sexado espermatico
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que se puede lograr por el uso de albumina
sérica bovina en tres metodologias, (2) Eva-
luar el efecto de dichos procedimientos so-
bre las caracteristicas espermaticas conside-
radas como indicadores usuales de calidad, y
(3) Evaluar el efecto de la criopreservacion
sobre las caracteristicas espermaticas de las
muestras resultantes.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Ejecucion

La recoleccion de semen, el procedi-
miento de sexado y la evaluacion de las ca-
racteristicas microscopicas de las muestras
recuperadas se realizo en el Banco Nacional
de Semen (BNS) de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (UNALM), localizada en
la provincia y region Lima, Pert. La evalua-
cion de la presencia de cuerpo F se efectud
en los laboratorios de reproduccion animal del
centro experimental «La Raya» de la Uni-
versidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco (UNSAAC), en el distrito de
Marangani, provincia de Canchis, region
Cusco, Pert. El trabajo de laboratorio se efec-
tud entre marzo y agosto de 2015.

Poblacion y Muestras

Se usaron tres toros reproductores jo-
venes del servicio de reproduccion animal —
BNS — UNALM, sometidos a las mismas
condiciones de manejo, alimentaciéon y am-
biente. Los toros fueron de las razas Brown
Swiss, Holstein y Simmental. En cada caso,
se recolectaron los eyaculados para some-
terlos a los procedimientos experimentales.

Métodos para el Uso de ASB
Doble centrifugacion en ASB (M1)

Se empled un aproximado de 200x10°
espermatozoides en un volumen de 0.5 ml de

suspension espermatica sobre 4 ml de una
columna de ASB al 50% de la soluciéon ma-
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dre (equivalente al 6% de ASB disuelto en
un medio de mantenimiento elaborado?*) den-
tro de un tubo coénico de 14 ml con tapa ros-
ca. Se centrifugd a 120G durante 10 min a
temperatura ambiente de 20-22 °C; se recu-
pero6 1.5 ml de la fraccion inferior del medio
junto con el pellet de esperma. Se homogenizo
y volvid a colocar sobre una segunda colum-
na formada con 4 ml de medio elaborado con
solucion madre de ASB al 100% (equivalen-
te al 12% de ASB), se volvio a centrifugar a
120G durante 10 min a temperatura ambien-
te. Se recuperd 2 ml de la parte inferior del
tubo junto con el pellet de esperma formado.
Esta fraccion fue disuelta con 4 ml de medio
de mantenimiento «MM» y fue centrifugada
a 170G durante 5 min para retirar el exceso
de ASB. Finalmente se recuper6 0.5 ml del
fondo del tubo junto con el pellet y el produc-
to fue combinado con 3.0 ml de dilutor co-
mercial Andromed®.

Migracion y centrifugacion en ASB (M2)

Se empled un aproximado de 200x10°
espermatozoides y se siguio el procedimiento
anterior hasta la primera centrifugacion y re-
cuperacion del pellet de esperma. Este se
homogenizo y volvio a colocar sobre una se-
gunda columna formada con 2 ml de una co-
lumna de ASB al 100% de solucion madre
(equivalente al 12% de ASB) que estaba en
una jeringa de 10 ml con un tap6n en la pun-
ta. Se incubo a 35 °C durante 10 min en bafio
Maria, inclinado a 30° para favorecer el des-
plazamiento de los espermatozoides. Luego
se extrajo la jeringa y se retir6 el tapon para
eliminar 1.0 m de la parte mas proxima a la
punta de la jeringa. El resto, equivalente a
2.5 ml del medio, fue colocado en un tubo de
ensayo de 14 ml y mezclado con 4 ml de
medio de mantenimiento «MM» y fue
centrifugado a 170G durante 5 min para po-
der retirar el exceso de ASB. Finalmente se
retird 6 ml de la solucion y se recuperaron

4 Medio de mantenimiento « MMy elaborado con
TRIS: 225 mM, acido citrico: 78 mM y fructosa:
20.9 mM
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0.5 ml del fondo del tubo junto con el pellet
para ser combinado con 3.0 ml de dilutor co-
mercial Andromed®.

Doble migracion en ASB (M3)

Se utilizaron aproximadamente 200x10°
espermatozoides contenidos en 0.5 ml de sus-
pension espermatica sobre 4 ml de una co-
lumna de ASB al 50% de la soluciéon madre
(equivalente al 6% de ASB) dentro de una
jeringa de 10 ml con tapon en la punta. Se
incubo6 a 35 °C durante 15 min en bafio Ma-
ria, inclinado a 30° para favorecer el despla-
zamiento de los espermatozoides. Se extrajo
la jeringa y se retir6 el tapon eliminando 1.2
ml de fraccion mas proxima a la punta. Se
recuper6 1.5 ml correspondiente a la parte
media de la columna de ASB. La fraccion
recuperada fue colocada sobre una segunda
columna formada con 2 ml de ASB al 100%
de solucion madre (equivalente al 12% de
ASB), contenida en una jeringa de 10 ml con
tapon en la punta. Se repiti6 el procedimiento
de incubacion, esta vez por 10 min, se extrajo
la jeringa, se retiro el tapon, se elimino 1.0 ml
y se recupero el resto del medio (2.5 ml), co-
locandolo en un tubo de ensayo de 14 ml. Se
mezclo con 4 ml de medio de mantenimiento
y se centrifugd a 170G durante 5 min para
retirar el exceso de ASB. Finalmente se reti-
r6 6 ml de la solucion y se recupero 0.5 ml
del fondo del tubo junto con el pellet para ser
combinado con 3.0 ml de dilutor comercial
Andromed®.

Control

Se utiliz6 un volumen de 0.5 ml de sus-
pension espermatica de la misma muestra
utilizada para los métodos experimentales
(200x10° espermatozoides). Se coloco en un
tubo de ensayo con tapa rosca y fue diluida
con Andromed® hasta llegar a un volumen
de 3.5 ml.
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Congelacion de las Muestras

Las muestras de cada método y del con-
trol fueron homogenizadas y envasadas en
siete pajillas de 0.5 ml por grupo. Una pajilla
de cada grupo fue utilizada para determinar
las caracteristicas espermaticas de 0-2 h des-
pués de la aplicacion de métodos de sexado,
siendo consideradas como muestras frescas.
Las seis pajillas restantes de cada grupo fue-
ron conservadas a 5 °C durante 20-24 h,
empleandose una pajilla por grupo para eva-
luar las caracteristicas espermaticas
posrefrigeracion. Las cinco pajillas restantes
de cada grupo fueron congeladas en nitroge-
no liquido. Dos pajillas de cada grupo fueron
utilizadas para la evaluacion poscongelacion
y el resto de las pajillas se utilizaron para la
observacion del cuerpo F.

Este procedimiento se repitio cinco ve-
ces, extrayendo en cada ocasion un eyaculado
por cada toro utilizado en el experimento,
haciendo un total de 15 eyaculados que se
utilizaron para cada uno de los métodos pro-
puestos y el control.

Obtencion de Datos

La camara de Neubauer fue utilizada
para evaluar la tasa de recuperacion
espermatica de las muestras obtenidas luego
de la aplicacion de los tres métodos y del grupo
control.

Se uso el colorante fluorescente
diclorhidrato de quinacrina para determinar
la variacion en la proporcion de espermato-
zoides con cromosoma Y. Esa tincion permi-
te visualizar el cuerpo F (manifestacion vi-
sual del cromosoma Y) utilizando las
metodologias descritas por Cervenka et al.
(1971) y Bottcher (1996). Se observaron en
microscopio de fluorescencia con una longi-
tud de onda de 450-500 nm y con objetivos
de 40X.
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Se utiliz6 la técnica citologica de tincion
compuesta de azul tripan - solucion giemsa,
descrita por Kovacs y Foote (1992) para de-
terminar la cantidad de espermatozoides vi-
vos y muertos, asi como los que pudieron su-
frir reaccion acrosomica. Con este ultimo mé-
todo se pueden distinguir cuatro categorias
de espermatozoides: (1) vivos con acrosoma
integro, (2) vivos con acrosoma dafiado, (3)
muertos con acrosoma integro, (4) muertos
con acrosoma dafiado. Los espermatozoides
vivos muestran la region posacrosomal de
color ligeramente azulado o translucido debi-
do a que la membrana plasmatica de estas
células repele el colorante azul tripan, mien-
tras que los muertos presentan un color azul
oscuro. El acrosoma estara integro cuando
presenta un color violeta debido a la afini-
dad de la solucion giemsa y esta dafiado o ha
reaccionado cuando se observa de color
translicido. La evaluacion se realizé con un
microscopio de contraste de fase y objetivos
de 40X.

La prueba de resistencia osmotica
(HOS) se realizo para evaluar la funcionalidad
de la membrana plasmatica. Para esto, las
muestras espermaticas fueron cultivadas por
una hora en una solucion hipoosmotica ela-
borada con acido citrico y citrato de sodio,
siguiendo las metodologias descritas por
Jeyendran et al. (1984) y Correa y Zavos
(1994).

Analisis Estadistico

Los valores porcentuales hallados fue-
ron transformados mediante arco seno. Para
la evaluacion de las caracteristicas conside-
radas en estudio, se empleo un disefio de blo-
ques con submuestreo, cuyo modelo mate-
matico lineal fue: Y, = p +M,+B+ (MxB),,
+e,,, donde Y, es la variable dependiente
o respuesta, p es la media general, Mees el
efecto del i-esimo tratamiento o método de
sexado (M1, M2, M3, control), BJ. es el efec-
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to del j-ésimo bloque (toro 1, toro 2, toro 3),
(MxB),, es el error de observacién, y e, es
el error experimental. En todos los analisis
estadisticos se utilizo el programa SAS
(Statistical Analysis System) v. 8.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tasa de Recuperacion Espermatica

Los porcentajes de M1 y M2 se pre-
sentan en el Cuadro 1. Estos valores fueron
superiores a otros resultados reportados en
la literatura. Asi, Correa ef al. (1997) obtu-
vieron 16.7% de recuperacion con la técnica
swim up, en tanto que Chen et al. (1997) con
tratamientos de migracion-centrifugacion pu-
dieron recuperar el 9.3 y 17.5% de
espermatozoides a temperatura ambiente y
37 °C, respectivamente.

En el caso de la centrifugaciéon en M1y
M2 se pudo observar la formacion de un pellet
de regular tamafo, lo que permitidé obtener
mayores niveles de recuperacion de
espermatozoides. Se podria decir que
incrementando el tiempo de centrifugacion se
podria recuperar una mayor cantidad de
espermatozoides; sin embargo, la formacion
del pellet implica que los espermatozoides se
aglutinen ocasionando un fuerte deterioro de
los mismos.

En forma similar, el resultado de M3 fue
mas alto que el obtenido por Costa (2007)
con una tasa media de 18.3% en una técnica
de migracion swim up, mientras que Flaherty
et al. (1997) pudieron recuperar una media
del 11.1%. En otras investigaciones, Rose y
Wong (1998) lograron recuperar el 3.9% y
Chen et al. (1997) entre el 7.0 y 9.3%, con
dos procesos de migracion en ASH a tempe-
ratura ambiente. El mejor resultado del pre-
sente estudio podria deberse al tipo y al tiem-
po de migracion empleado, ya que en este
caso se efectud una migracion hacia abajo
(«swim downy) en un tiempo total de 25 min
a 36°C, en tanto que en los trabajos revisa-
dos se utilizaron periodos de migracion mas
largos que van desde 45 min en gradientes
continuas (Rose y Wong, 1998) durante 1.5 h
(Chen et al., 1997), y con migraciones hacia
arriba («swim up»), que ocasiona la presen-
cia de una menor cantidad de espermatozoides
en las muestras mas distales del nucleo de
partida de las muestras, que es un pellet pre-
viamente formado por sedimentacion median-
te centrifugacion.

Caracteristicas Espermaticas
Vitalidad espermatica
En las caracteristicas espermaticas de

las muestras frescas (Cuadro 2), se observo
una disminucion en el porcentaje de esper-

Cuadro 1. Nimero y porcentaje de espermatozoides recuperados con tres métodos de
sexado de espermatozoides de bovino utilizando albumina sérica bovina

Doble Centrifugacion mi allz(i)ét)rllehacia
Unidad Control centrifugacion + migracion graciol
M1 M2 abajo
M3
Promedio 201.25x10° ()  101.60x10°(b)  72.28x10°(c)  43.77x 10°(d)
+DE +£20.45 x10° +9.40x10° +6.49x10° +431x10°
Porcentaje 100% 50.7% 36.2% 21.4%

del control

a,b,c,d
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Medias con letras diferentes indican diferencia estadistica (p<0.01)
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Cuadro 2. Caracteristicas espermaticas en muestras frescas de semen bovino segun el

método de sexado

Doble Centrifugacion Doble

Unidad Control centrifugacion + migracion migracion
M1 M2 M3

Vitalidad + 64.24 (a) + 42.53 (b) 3723 (b) £ 2723 (c)
DE, % 10.03% 7.81% 10.70% 10.19%
Motilidad + 83.11 (a) £ 48.11 (b) 31.89 (c) + 2311 d) =
DE, % 5.63% 10.29% 10.02% 11.63%
HOS test + + 64.62 (a) + 42.74 (b) + 4258 (b) + 39.63 (b) +
DE, % 10.15% 10.46% 11.97% 10.61%
Spz VAI' + 58.12 (a) £ 35.10 (b) 30.16 (b) + 2048 (c) +
DE, % 11.16% 9.50% 11.28% 10.13%

a,b,c,d

! Espermatozoide vivo con acrosoma integro

Medias con letras diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica (p<0.01)

Cuadro 3. Resultados de las caracteristicas espermaticas evaluadas en muestras refrigeradas

Doble Centrifugacion Doble

Unidad Control centrifugacion + migracion migracion
M1 M2 M3

Vitalidad + 56.38 (a) = 41.87 (b) + 30.38 (¢) + 29.79 (¢) +
DE, % 10.38% 10.19% 10.66% 11.96%
Motilidad + 84.45 (a) £ 46.22 (b) + 27.33 (¢) = 17.56 (d) =
DE, % 7.42% 15.15% 12.77% 12.85%
HOS test + + 60.64 (a) = 4471 (b) + 4222 (bc) £ 3752 (c) +
DE, % 7.24% 8.97% 7.58% 7.96%
Spz VAI' + 52.65 (a) = 35.70 (b) = 2311 (c) = 23.44 (c)
DE, % 10.78% 11.23% 9.19% +10.29%

a,b,c,d

1 . . ,
Espermatozoide vivo con acrosoma integro

matozoides vivos tras ser sometidos a los tres
métodos de sexado con el uso de ASB
(p<0.01). El valor promedio del control fue
bastante superior al resto de promedios, en
tanto que M1 fue similar a M2 y estos fueron
superiores a M3.

En el caso de las muestras refrigera-
das, el promedio del control fue superior alos
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Medias con letras diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica (p<0.01)

tres métodos (p<0.01), mientras que M1 fue
superior a M2 y M3 (Cuadro 3). En el caso
de las muestras congeladas en general, se
observo una reduccion substancial de la vi-
talidad respecto de los valores observados
en las muestras frescas y refrigeradas; asi-
mismo, el promedio del control fue superior
a los obtenidos en los otros grupos experi-
mentales (p<0.01).
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Cuadro 4. Resultados de las caracteristicas espermaticas evaluadas en muestras congeladas

Doble Centrifugacion Doble

Unidad Control centrifugacion + migracion migracion
M1 M2 M3

Vitalidad + 42.64 (a) = 2513 (b) £ 18.22 (c) 1425 (¢) =
DE, % 13.10% 7.96% 8.18% 7.93%
Motilidad + 5422 (a) + 2944 (b) + 10.33 (c) 4.55(c)+
DE, % 11.92% 10.72% 7.56% 3.18%
HOS test + + 46.07 (a) = 4143 (b) = 39.14 (b) £ 3917 (b) £
DE, % 10.19% 9.49% 9.99% 8.28%
Spz VAI' + 31.11 (@) 1638 (b) £ 1098 (bc) £ 7.86 (c) £
DE, % 11.63% 7.47% 7.19% 5.42%

a,b,c,d

1 . . ,
Espermatozoide vivo con acrosoma integro

Los resultados difieren de los presenta-
dos por Costa (2007), quien consigui6 61 y
69% de espermatozoides vivos en el grupo
control y con el método de migracion swim
up, respectivamente, y de Palomo (1995) con
63.0 y 73.6% en el grupo control y con la
técnica de migracion swim up, respectiva-
mente. No obstante, los resultados de vitali-
dad de este ultimo autor, al utilizar la técnica
de centrifugacion en Ficoll, fue de 61.3%.

Motilidad espermdatica

Se observo una reduccion en el porcen-
taje de motilidad de las muestras frescas en
los tres métodos con respecto del control
(p<0.01). Asimismo, los valores de M1, M2 y
M3 fueron estadisticamente diferentes entre
si, teniendo M1 el mejor resultado (Cuadro
2). Los resultados de las muestras refrigera-
das tuvieron un comportamiento similar al de
las muestras frescas (Cuadro 3). En el caso
de las muestras congeladas (Cuadro 3), el
valor del grupo control fue muy superior a los
tres métodos, especialmente a M2 y M3
(p<0.01).

Los resultados obtenidos fueron inferio-

res a los obtenidos por David et al. (1977),
quienes observaron un incremento en
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Medias con letras diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica (p<0.01)

motilidad con el incremento de la concentra-
cion de ASB en la gradiente utilizada en
metodologias de un sola migracion, pasando
de 60% con gradientes de ASB al 10% hasta
95% cuando se utilizaban gradientes de ASB
al 25%. Asimismo, Beal et al. (1984) obtu-
vieron 35% en muestras no tratadas y 60%
en muestras procesadas con ASB en mues-
tras que habian sido congeladas en nitrogeno
liquido. Por otro lado, Chen et al. (1997) en
muestras seminales humanas encontraron
valores de 99.3%, mientras que Samardzija
et al. (2006) obtuvieron 70% de motilidad en
las muestras tratadas de bovino.

En el presente estudio, en M3 se obtu-
vieron valores de motilidad de 23.11%, cifra
muy inferior a las presentadas por otros au-
tores y donde se muestran incrementos en la
tasa de motilidad respecto de sus grupos de
control. En este caso, el resultado fue incluso
menor en comparacion con los métodos que
basan su principio en la centrifugacion, como
son M1 y M2, que se creia que podrian oca-
sionar un mayor deterioro. Se puede inferir
que el mayor tiempo de exposicion a ASB
ocasion6 una notable reduccion de esta con-
dicion, indistintamente del método propuesto
para el desplazamiento fisico.
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Funcionalidad de membrana plasmatica
(HOS)

En el analisis de las muestras frescas,
se observo una reduccion general en la
funcionalidad de membrana plasmatica de las
muestras sometidas a los tres métodos de
sexado con uso de ASB (p<0.01) respecto al
grupo control; sin embargo, hubo diferencias
entre los valores de los tres métodos (Cua-
dro 2). En las muestras refrigeradas (Cuadro
3), el grupo control mantuvo un promedio de
espermatozoides con membrana funcional
superior a los promedios de los otros tres gru-
pos (p<0.01). M1 fue, ademas, estadisti-
camente superior a M3. En el caso de las
muestras congeladas (Cuadro 4) no hubo di-
ferencias entre métodos, pero estos fueron
inferiores al promedio del control (p<0.01).

Los resultados contradicen las observa-
ciones de Correa et al. (1997), Samardzija et
al. (2006) y Oliveira et al. (2011b) que, en
general, mostraron incrementos en la propor-
cioén de espermatozoides con membrana
plasmatica funcional luego de ser sometidos
a diferentes métodos de sexado.

En M2 y M1, aunque existio accion
mecéanica por la aplicacion de fuerza centri-
fuga, esta no ocasion6 un deterioro superior
al observado con M3, por lo que se puede
inferir que la accién mecéanica no fue signifi-
cativa para incrementar el grado de deterio-
ro en esta caracteristica. Tal y como lo refie-
ren otros autores (Palomo, 1995; Botcher,
1996; Samardzija et al., 2006), se puede atri-
buir que el deterioro se debe al proceso de
capacitacion ocurrida cuando las muestras
seminales son sometidas a procedimientos de
migracion y centrifugacion en gradientes o
columnas de densidad incrementada, como
las que se utilizaron en este estudio.

Espermatozoides vivos con acrosoma in-
tegro «VAI»

En las muestras frescas (Cuadro 2), el
control mantuvo un promedio de 58.12% de-
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espermatozoides vivos con acrosoma no re-
accionado, pero en las muestras que fueron
procesadas con ASB se observo una reduc-
cion significativa (p<0.01), donde M1 y M2
fueron estadisticamente superiores a M3
(Cuadro 2). En las muestras refrigeradas
persistié la condicién observada en las
muestras frescas (Cuadro 3), en tanto que
en las muestras congeladas se observo una
reduccion marcada del porcentaje de
espermatozoides vivos con acrosoma no
reaccionado en todos los grupos, incluyen-
do a las muestras del grupo control; sin em-
bargo, se mantuvo la condicion de superiori-
dad del control sobre el resto (Cuadro 4;
p<0.01).

Los valores obtenidos fueron diferen-
tes a los de Resende et al. (2009), quienes
obtuvieron una mejora de espermatozoides
VAI (19%) mediante centrifugacion en
gradientes Percoll® en relacion con el grupo
control (10%). Por otro lado, Costa (2007),
utilizando una técnica de centrifugacion en
gradientes de densidad, obtuvo un 7% de
espermatozoides VAl y con la técnica swim
up logrd recuperar un promedio de 9.75%,
indicando que esas técnicas promovian el in-
cremento de espermatozoides que sufrian una
capacitacion prematura y que el protocolo de
centrifugacion utilizado ocasionaba un incre-
mento del porcentaje de espermatozoides con
membrana acrosomal dafiada.

Oliveira et al. (2011a), realizando estu-
dios de fluorescencia, evaluaron el efecto del
uso de gradientes de Percoll® sobre carac-
teristicas celulares analogas, hallando 59%
de espermatozoides con acrosoma intacto en
el control y 38.2% en el tratamiento utilizado.
La membrana acrosdmica, al estar expuesta
al medio de mantenimiento y a las columnas
de ASB, sufti6 un deterioro estructural, lo que
ocasiono la reaccion acrosdémica prematura,
aspecto que se demuestra con los resultados
de la presente investigacion.

El proceso de congelacion ocasiono una

reduccion en la proporcion de esperma-
tozoides VAI en todos los grupos evaluados,
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Cuadro 5. Porcentaje de espermatozoides con cuerpo F en muestras de semen bovino
sometidas a tres métodos de sexado con el uso de ASB

Doble Centrifugacion Doble
. Control . . . . . g
Unidad MO centrifugacion + migracion migracion
M1 M2 M3
Promedio + 4841 (a) + 46.15 (a) = 45.82 (a) + 47.18 (a) +
DE, % 5.93% 5.86% 547% 4.92%

Medias con letras similares no indican diferencia estadistica

la cual pudo deberse principalmente a la frac-
tura de las membranas celulares que se pro-
dujeron por efecto de la formacion de crista-
les de agua. Asi, Rubio-Guillén et al. (2007)
observaron una reduccion en la poblacion de
espermatozoides VAI del 88.8% en mues-
tras frescas al 52.2% en muestras congela-
das.

Separacion Espermatica

La aplicacion de los métodos propues-
tos para uso de ASB (M1, M2, M3) no oca-
sionaron una variacion en la proporcion de
espermatozoides con cuerpo F (p>0.05), aun-
que se pudo observar pequenas diferencias
numéricas entre estos (Cuadro 5).

Ericsson et al. (1973) obtuvieron frac-
ciones de semen humano con 85.0% de
espermatozoides con cromosoma Y, mientras
que Corson et al. (1984), replicando la meto-
dologia desarrollada por Ericsson et al.
(1973), obtuvieron muestras espermaticas con
las que se logré obtener 28 varones de un
total de 35 concepciones. Asimismo, Chen et
al. (1997), con el uso de gradientes de ASH,
consiguieron un incremento ligero pero signi-
ficativo a favor de espermatozoides con
cromosoma X. Por otro lado, Ueda y
Yanagimachi (1987), replicando la metodolo-
gia desarrollada por Ericsson et al. (1973),
obtuvieron una diferencia significativa, 45.8
vs 43.1%, de espermatozoides con cuerpos
F luego de ser tratadas con albimina en rela-
cion con el control, pero con una gran varia-
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cion, de alli que dichos autores pusieron en
duda la efectividad del método para logar un
incremento en la proporcion de
espermatozoides con el cromosoma Y.

Por otro lado, Hernandez et al. (2008),
trabajando con semen de conejo, obtuvieron
72.7% de crias machos al inseminar conejas
con la fraccion de espermatozoides que se
encontraron en una gradiente de 20% de ASH,
en tanto que Hadi y Al-Timimi (2013), traba-
jando con semen ovino, incrementaron la pro-
porcion de espermatozoides portadores del
cromosoma Y al 72.7 y 54.5% usando co-
lumnas de ASB al 8% en procedimientos de
migracion y centrifugacion con 200G y 300G,
respectivamente, ¢ incrementandose al 81.8
y 63.6% cuando se utilizaron gradientes en
bifase de 16 y 8% de ASB, respectivamente.

Otras investigaciones tuvieron resulta-
ron similares a los del presente estudio. Asi,
Beal et al. (1984), utilizando gradientes
discontinuos de ASB con semen bovino, y
Zavos (1985), utilizando muestras esper-
maticas de conejos resultantes del proceso
de sedimentacion en albimina, no lograron
diferencias importantes en el sexo de los ani-
males nacidos por inseminacion artificial con
el semen sexado.

Es posible que la variacion observada
en la frecuencia de los espermatozoides por-
tadores de cuerpo F, luego de las tinciones
con quinacrina, refleje una verdadera propor-
cion de sexos gaméticos, pero también pue-
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de representar una desigual captacion del
colorante quinacrina por parte de los
cromosomas Y, la decoloracion del colorante
antes del analisis o las variaciones en el ma-
terial cromosémico, tal como lo sefial6 Martin
(1990). Roberts y Goodall (1976) al igual que
David et al. (1977) concluyeron que la de-
terminacion de los cuerpos F esta condicio-
nada al criterio y la experiencia del observa-
dor al momento de evaluar las muestras, ade-
mas de la existencia de cierta dependencia
en la eficiencia de la deteccion del
cromosoma Y mediante la coloracion con
quinacrina,

CONCLUSIONES

e El empleo de albumina sérica bovina
(ASB) con las metodologias de doble
centrifugacion en ASB, migracién y
centrifugacion en ASB, y doble migra-
cion en ASB, no permitio alterar la pro-
porcion de espermatozoides bovinos con
cuerpo F.

e El método de doble centrifugacion per-
miti6 obtener una mayor tasa de recu-
peracion de espermatozoides.

e El mayor tiempo de exposicion a ASB,
indistintamente de los métodos propues-
tos para su utilizacion, ocasiono un dete-
rioro significativo de las caracteristicas
espermaticas.

e El efecto de la congelacion ocasiond un
deterioro de las caracteristicas
espermaticas, haciéndolas inviables para
su uso posterior en inseminacion artificial.
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