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Subpoblaciones espermaticas en el semen de conejo refrigerado
condiferentes diluyentes

Sperm subpopulations in chilled rabbit semen with different diluents

Camila Suarez A.!, Aarén Sierra P.!, Juan David Montoya P.2,
Giovanni Restrepo B.'?

RESUMEN

La actividad reproductiva de diversas especies de mamiferos se encuentra
influenciada por las subpoblaciones espermaticas de sus eyaculados. Dichas
subpoblaciones se diferencian en las caracteristicas de movilidad y cinética de los
espermatozoides y han sido relacionadas y catalogadas segin su capacidad para el
proceso de fertilizacion. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la composi-
cion del diluyente de semen sobre las subpoblaciones espermaticas del semen refrigera-
do de conejo. Se obtuvo el semen de 10 conejos de la raza Californiano (tres eyaculados
por animal). Cada eyaculado se dividi6 en cuatro alicuotas, las cuales se diluyeron en
uno de cuatro diluyentes, cuya composicion basica consistioé en T1: leche descremada
y azucares; T2: dextrosa, citrato sodico y acetato potasico; T3: caseinatos de sodio,
fosfatos y aztcares; y T4: tris-acido citrico y yema de huevo. Cada alicuota se mantuvo
enrefrigeracion a 16 °C durante 72 horas. Inmediatamente después de la dilucion y cada
24 horas se evaluo6 la distribucion de cuatro subpoblaciones de espermatozoides me-
diante un sistema computarizado: Tipo A (espermatozoides rapidos progresivos), Tipo
B (espermatozoides rdpidos y espermatozoides medios progresivos), Tipo C
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(espermatozoides medios y espermatozoides lentos), y Tipo D (espermatozoides estati-
cos). Los datos se analizaron mediante el PROC GLM vy la prueba HSD de Tukey del
software SAS v. 9.2. Se encontré que T1 y T3 produjeron resultados superiores para la
velocidad curvilinea (VCL), la velocidad rectilinea (VSL), la velocidad promedio (VAP) y
la amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) de los espermatozoides refrige-
rados durante 24 y 48 horas (p<0.05), mientras que T2 y T4 produjeron un incremento en
la frecuencia de batido (BCF) (p<0.05). Se concluye que la composicion del diluyente
influye sobre la distribucion de las subpoblaciones espermaticas del semen refrigerado
de conejo, al generar cambios en la progresividad y la cinética de los espermatozoides.
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ABSTRACT

The reproductive activity of various species of mammals is influenced by the sperm
subpopulations of their ejaculates. These subpopulations differ in the motility and kinetic
characteristics of the sperm and have been related and classified according to their
capacity for the fertilization process. The objective of this research was to evaluate the
effect of the composition of the semen diluent on the sperm subpopulations of the chilled
rabbit semen. The semen of 10 rabbits of the Californian breed (three ejaculated per
animal) was obtained. Each ejaculate was divided into four aliquots, which were diluted
in one of four diluents, whose basic composition consisted of T1: skim milk and sugars;
T2: dextrose, sodium citrate and potassium acetate; T3: sodium caseinates, phosphates
and sugars; and T4: tris-citric acid and egg yolk. Each aliquot was kept refrigerated at
16 °C for 72 h. Immediately after dilution and every 24 h, the distribution of four sperm
subpopulations was evaluated using a computerized system: Type A (rapid progressive
spermatozoa), Type B (rapid spermatozoa and medium progressive spermatozoa), Type C
(medium spermatozoa and slow spermatozoa) and Type D (static spermatozoa). The data
were analyzed using the PROC GLM and Tukey’s HSD test of the SAS v. 9.2. It was found
that T1 and T3 produced superior results for curvilinear velocity (VCL), straight line
velocity (VSL), average path velocity (VAP) and amplitude of lateral head displacement
(ALH) of sperm refrigerated for 24 and 48 hours (p<0.05), while T2 and T4 produced an
increase in the beat cross frequency (BCF) (p<0.05). It is concluded that the composition
of the diluent influences the distribution of the sperm subpopulations of the refrigerated
rabbit semen, by generating changes in the progressivity and kinetics of the sperm.

Key words: sperm, semen quality, sperm kinetics, cooling

INTRODUCCION

El estudio del semen de los mamiferos
como una unidad, con una serie de caracte-
risticas de calidad y movilidad definidas como
un todo, ha sido reevaluado gracias a diver-
sos estudios que demuestran la gran hetero-
geneidad que existe entre los esperma-

tozoides, que se atribuyen a diferencias en
los estados fisioldgicos que transcurren du-
rantelavidade estos (NUfiez-Martinezet al.,
2006; Maroto-Morales et al., 2012). Esto ha
dado paso al estudio de las subpoblaciones
espermaticas, que se encargan de clasificar
un mismo eyaculado en varias secciones se-
gun sus propiedades, con el fin de determinar
los espermatozoides mas aptos para el pro-
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ceso de fertilizacion (Dorado et al., 2010;
Bravo et al., 2011). Como resultado de esto,
se ha evidenciado que la actividad
reproductiva de diversas especies de mami-
feros (Dorado ef al., 2011, 2013; Maroto-
Morales et al., 2012; Vicente-Fiel et al.,
2013; Estrada et al. 2017; Luna et al., 2017)
se encuentra influenciada por las
subpoblaciones espermaticas que presentan
sus eyaculados.

El anlisis, evaluacion y clasificacion de
las subpoblaciones es un proceso que requie-
re de un sistema especial que permita obte-
ner gran cantidad de informacion sobre las
caracteristicas de calidad, movilidad y mor-
fologia de una muestra de semen (Bergstein-
Galan et al., 2017). El Sistema de Analisis
Asistido por Computadora (CASA) constitu-
ye uno de los métodos mas confiables para
realizar dicho estudio, seglin las investigacio-
nes realizadas en las ultimas décadas (Muifio
et al.,2008; Luna et al., 2017).

Si bien, cada eyaculado presenta una
serie de subpoblaciones con caracteristicas
definidas, existen procesos que pueden afec-
tar su distribucion. En particular, durante los
procesos de refrigeracion de semen, las prin-
cipales variables que influyen en la distribu-
cion de las subpoblaciones son la temperatu-
ra, el tiempo y el diluyente utilizado (Rodriguez-
Gil et al.,2007; Dorado et al.,2010; Gallego
et al.,2017). Estos pueden generar cambios
en la calidad del eyaculado, afectando el re-
sultado de la inseminacion artificial (Souza et
al., 2018). Asi mismo, se han estudiado las
implicaciones de la congelacion y desconge-
lacion seminal sobre las subpoblaciones de
espermatozoides de varias especies (Flores
etal.,2008).

Existen pocos reportes sobre el estudio
de las subpoblaciones espermaticas en cone-
jos, mayormente relacionadas con la predic-
cion de la fertilidad del semen y el tamafio de
las camadas (Quintero-Moreno et al., 2007).
Otro aspecto para considerar seria el posible
efecto de la composicion de los diluyentes
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utilizados. En conejos se reporta el uso de
una variedad de diluyentes para la refrigera-
cion del semen, entre estos, Tris, acido citri-
co, glucosa, fructosa, HEPES (acido 4- [2-
hidroxietil] -1-piperazina-metanosulfonico) y
yema de huevo (Roca et al., 2000; Lopez-
Gatius et al., 2005; Aksoy et al., 2010; El-
Seadawy et al., 2017). Ademas, se tienen
diluyentes comerciales basados en dextrosa,
citrato sodico y acetato potasico (Suarez et
al., 2020). Sin embargo, no se disponen de
estudios sobre la influencia de la composi-
cion de los diluyentes en las subpoblaciones
espermaticas de esta especie, asi como, so-
bre la influencia de otros componentes que,
como los caseinatos de sodio, han mostrado
efectos favorables sobre varios parametros
cinéticos de los espermatozoides (Lagares et
al.,2012; Martins et al., 2016). Por lo tanto,
el objetivo de esta investigacion fue evaluar
el efecto de la composicion del diluyente de
semen sobre las subpoblaciones espermaticas
del semen refrigerado de conejo.

MATERIALES Y METODOS

Animales y Muestras Seminales

Se utilizaron 10 conejos (Oryctolagus
cuniculus) machos de la raza Californiano,
de 6 a 18 meses de edad. Los animales fue-
ron alimentados dos veces al dia, con una dieta
a base de concentrado y forraje. Los anima-
les tenian actividad reproductiva cada sema-
nay fertilidad comprobada mediante el naci-
miento de crias vivas. El semen se colectd
con vagina artificial PLQ-135 (Pledge Agro,
China), en presencia de una hembra para
mejorar el estimulo sexual. Se obtuvieron tres
eyaculados de cada macho. Se evaluo la
movilidad individual de los espermatozoides
mediante microscopia optica. Solo se proce-
saron los eyaculados con una movilidad su-
perior al 70% (Mocé et al., 2010). El comité
de ética del Politécnico Jaime Isaza Cadavid
otorgo el aval en la categoria de riesgo mini-
mo segin Resolucion 8430 de 1993 (Aval
CEPI21052018).
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Dilucion y Refrigeracion del Semen

Cada eyaculado se dividio en cuatro
alicuotas iguales, las cuales se diluyeron indi-
vidualmente en uno de cuatro diluyentes (tra-
tamientos), cuya composicion basica consis-
tio en T1: leche descremada y azucares
(EquiPlus®, Minitube, Alemania); T2: dextro-
sa, citrato sodico y acetato potasico
(MRADiIt®, Kubus, Espafia); T3: caseinatos
de sodio, fosfatos y azticares (PoliCryo,
European Patent EP3169154B1); y T4: tris-
acido citrico y yema de huevo (Triladyl®,
Minitube). La dilucion se realiz6 a tempera-
tura ambiente (~19 °C) y el semen se llevo a
una concentracion final de 80 x 10°
espermatozoides/ml. Una vez diluido, el se-
men se sometio a refrigeracion a 16 °C du-
rante 72 horas (Roca et al., 2000; Lopez-
Gatius et al., 2005).

Evaluacion de las Subpoblaciones Esper-
maticas

Las distribuciones de las subpoblaciones
espermaticas fueron evaluadas después de
la dilucién y cada 24 horas utilizando el siste-
ma Sperm Class Analyzer (SCA® v. 5.1,
Microptic, Espafia) y un microscopio de con-
traste de fase (Eclipse E200, Nikon) con una
camara digital (Scout SCA780, Basler, USA).
El software fue configurado para la especie
con cubreobjetos de 20 x 20 mm, Optica en
lente de ph-, gota de 7 ul y platina térmica a
37 °C. Los parametros evaluados fueron:
velocidad rectilinea (VSL), velocidad
curvilinea (VCL), velocidad media (VAP),
amplitud lateral de la cabeza (ALH) y fre-
cuencia de batido de la cola (BCF).

Se empled la clasificacion predetermi-
nada por el software para la clasificacion de
las subpoblaciones espermaticas, segin los
criterios de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). Se establecieron cuatro tipos
de espermatozoides: Tipo A (espermatozoides
rapidos progresivos), Tipo B (espermatozoides
rapidos y espermatozoides medios progresi-

vos), Tipo C (espermatozoides medios y
espermatozoides lentos), y Tipo D (esperma-
tozoides estaticos). A partir de la VCL, los
espermatozoides fueron clasificados como
estaticos (<15 umy/s), lentos (15-24 um/s), me-
dios (25-50 um/s) y rapidos (>50 um/s). La
progresividad fue definida como aquellos
espermatozoides con un indice de rectitud
(STR) mayor a 70%, donde STR = (VSL/
VAP) x 100. En el anélisis se incluyeron 1000
espermatozoides por cada eyaculado y trata-
miento.

Analisis Estadistico

Se realizd mediante el ajuste de mode-
los lineales con la inclusion de los efectos fi-
jos del conejo, el tiempo de refrigeracion y de
la interaccion entre el tratamiento y la
subpoblacion espermatica. Se calculo un in-
dice de velocidad seminal (SVi) mediante el
analisis de componentes principales (PCA)
de los pardmetros cinéticos de cada
subpoblacion espermatica. Se extrajeron los
eigenvectores para establecer la ecuacion de
SVi (Nufiez-Martinez et al., 2006). Se eva-
lué la normalidad de los datos mediante la
prueba de Shapiro-Wilk y las diferencias en-
tre medias mediante la prueba de Tukey
(p<0.05). Todos los analisis se realizaron
mediante el software SASv. 9.2 (SAS, USA).

RESULTADOS

El diluyente utilizado para la refrigera-
cion seminal influy6 sobre las proporciones
de espermatozoides clasificados en diferen-
tes subpoblaciones, segun su velocidad y
progresividad. Los efectos fijos del conejo, el
tiempo de refrigeracion y de la interaccion
entre el tratamiento y la subpoblacion
espermatica fueron significativos para todos
los modelos lineales ajustados para los dife-
rentes parametros seminales (p<0.0001). La
Figura 1 muestra la distribucion de las
subpoblaciones espermaticas para cada
diluyente y tiempo de refrigeracion.
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Figura 1. Distribucion de subpoblaciones de espermatozoides en el semen de conejo segun el
diluyentes y tiempo de refrigeracion T1: EquiPlus® (Minitube); T2: MRAbit® (Kubus);
T3: PoliCryo; y T4: Triladyl® (Minitube).
Tipo A: espermatozoides rapidos progresivos. Tipo B: espermatozoides rapidos y

espermatozoides medios progresiv

os. Tipo C: espermatozoides medios y

espermatozoides lentos. Tipo D: espermatozoides estaticos

Cuadro 1. Parametros cinéticos del semen de conejo por tratamiento después de la dilucion
(hora 0)
Parametro T1 T2 T3 T4
VCL 59.35+3.64° 44.41 £5.71° 56.05 + 4.32° 44.15 +3.94°
VAP 38.86 £2.67% 29.71 £ 4.60° 37.32+£3.75% 28.96 £3.61°
VSL 25.30+£2.38% 21.48 £2.79% 24.11 £2.852 20.75+£2.97%
ALH 2.73£0.09? 2.23+£0.15° 2.78 £0.09? 2.43+0.12%
BCF 6.58 £0.22° 7.31 £0.66° 6.72£0.27° 7.26 £ 0.64°
SVi 0.62 + 0.003 0.45 £ 0.005 0.60 £ 0.003 0.51 £ 0.004

T1: EquiPlus® (Minitube); T2: MRADbit® (Kubus); T3: Poli

Cryo; y T4: Triladyl® (Minitube)

VCL: Velocidad curvilinea. VSL: Velocidad rectilinea. VAP: Velocidad promedio. ALH: Amplitud lateral de
la cabeza. BCF: Frecuencia batido de cola. SVi: indice de velocidad seminal

Los resultados estan expresados como media * error estandar. Superindices diferentes dentro de filas
indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05)

La dilucion del semen en cada trata-
miento gener6 una respuesta variable en los
parametros cinéticos de los espermatozoides.
Se calcul6 el SVi como una forma de expre-
sar integralmente la cinética espermatica
(Cuadro 1).
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Las subpoblaciones espermaticas esta-
blecidas presentaron variaciones en la mag-
nitud de los parametros cinéticos evaluados.
En la Figuras 2, 3 y 4 se presentan los re-
sultados de las velocidades espermaticas
(VCL, VSL y VAP) para las subpoblaciones
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de espermatozoides de los tipos A, B y C,
respectivamente.

La ALH mostr6 de manera reiterada
resultados mayores para T1y T3 en los dife-
rentes tiempos de refrigeracion y subpo-
blaciones (Figura 5). La BCF present6 valo-
res mayores para T2 'y T4 en la subpoblacion
de espermatozoides tipo A a las 0, 24 y 48 h
de refrigeracion (Figura 6), mientras que no
se observo una tendencia concreta en las di-
ferencias entre los tratamientos para las
subpoblaciones de tipo By C.

DiScUuSsION

Diferentes investigaciones han reporta-
do subpoblaciones en el semen de mamife-
ros que muestran la heterogeneidad de los
espermatozoides presentes dentro de una
muestra (Quintero-Moreno et al., 2007;
Santolaria et al., 2015). Esta caracteristica
no necesariamente se atribuye a factores
externos (Mendoza et al., 2012); por lo tan-
to, la explicacion para la presencia de dife-
rentes tipos de espermatozoides dentro de una
misma muestra de semen se ha asociado con
los estadios de vida o maduracion de los
espermatozoides (Dorado et al., 2013). Asi
mismo, las subpoblaciones podrian represen-
tar diferentes momentos fisioldgicos en las
células espermaéticas, lo que podria constituir-
se como una estrategia reproductiva relacio-
nada con la capacitacion, que facilite alcan-
zar el éxito reproductivo mediante la fertili-
zacion (Valverde Abarca y Madrigal Valverde,
2018). En el presente estudio se evidencia-
ron diferentes subpoblaciones espermaticas,
catalogadas de acuerdo con parametros es-
pecificos de su movilidad y cinética, y con
diferente distribucion segun el tiempo de al-
macenamiento en refrigeracion. A su vez, el
diluyente mostr6 un efecto determinante en
la distribucion de dichas subpoblaciones, sien-
do evidente la reduccién de las poblaciones
de espermatozoides estaticos (Tipo D) con el
usode T1y T3 (Figura 1). Quintero-Moreno
et al. (2007) clasificaron las subpoblaciones

de espermatozoides de conejo segun su mo-
vilidad, encontrando dos subpoblaciones con
movimiento progresivo y dos con movimien-
to no lineal; siendo las primeras, aquellas re-
lacionadas con menor proporcion de anorma-
lidades y menos cromosomas alterados en los
espermatozoides.

Los parametros cinéticos evaluados al
momento de la dilucion, asi como el SVi esti-
mado (Cuadro 1), muestran que la composi-
cion del diluyente influye sobre las caracte-
risticas de movimiento de los esperma-
tozoides, posiblemente por un efecto directo
sobre la fisiologia y el metabolismo esperma-
tico. Asi mismo, se evidencio que las veloci-
dades de desplazamiento fueron superiores
para la subpoblacion de espermatozoides Tipo
A (Figura 2), en comparacion con las
subpoblaciones Tipo B (Figura 3) y Tipo C
(Figura 4). Se ha reportado diversas formas
de modificar las subpoblaciones en su distri-
bucion y cantidad; por ejemplo, con la adi-
cion de algin compuesto (Rami6 et al., 2008;
Kanuga et al.,2012), la composicion de pro-
teinas del plasma seminal (Ledesma et al.,
2017), con procesos como tincidén o
centrifugacion (Mird et al., 2009; D’ Amours
et al. 2012) o mediante congelacion o refri-
geracion durante tiempos especificos (Dora-
doetal.,2011). En este sentido, tanto la com-
posicion del diluyente como el tiempo en re-
frigeracion produjeron diferencias en el com-
portamiento de las subpoblaciones esper-
maticas, tanto en la velocidad de desplaza-
miento como en parametros asociados con la
capacitacion, la hiperactivacion y la capaci-
dad fertilizante de los espermatozoides como
ALH (Figura 5) y BCF (Figura 6).

En este estudio se encontrd que la re-
frigeracion del semen de conejo a 16 °C per-
mite conservar las caracteristicas de movi-
miento de los espermatozoides por 72 horas,
de forma mas eficiente con los diluyentes
compuestos por leche descremada y azucares
o por caseinatos de sodio, fosfatos y azlicares,
en comparacion con aquellos basados en dex-
trosa, citrato sodico y acetato potasico o en tris-
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Figura 2. Velocidades espermaticas de la subpoblacion Tipo A por diluyente y tiempo de refrige-

racion.

T1: EquiPlus® (Minitube); T2: MRADit® (Kubus); T3: PoliCryo; y T4: Triladyl®

(Minitube)

VCL: Velocidad curvilinea. VSL: Velocidad rectilinea. VAP: Velocidad promedio
Los resultados estan expresados como media + error estandar. Letras diferentes indi-
can diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05)

acido citrico y yema de huevo. No obstante,
esta ultima composicion present6 al momento
de la dilucion el tercer mayor valor para el SVi,
aunque en la mayoria de los casos produjo la
reduccion mas severa de los parametros
cinéticos en las diferentes subpoblaciones
espermaticas. El-Seadawy et al. (2017) encon-
traron que la suplementacion del diluyente tris-
acido citrico-glicerol y yema de huevo con ex-
tracto etanolico de propoleo (PEE) fue ca-
paz de mantener las caracteristicas del se-
men refrigerado de conejo durante las 72 h.

Rev Inv Vet Pert 2021; 32(5): €21347

De acuerdo con los hallazgos de este
estudio, la clasificacion e identificacion de las
subpoblaciones en el semen de conejo podria
tener implicaciones practicas en los progra-
mas de inseminacion artificial; asi mismo,
segun otros autores, la estructura de las
subpoblaciones de espermatozoides moviles
podria desempefar un papel importante en la
determinacion de la capacidad fertilizante en
muestras con un indice bajo de fertilizacion
in vivo (Quintero-Moreno et al., 2007).
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Figura 3. Velocidades espermaticas de 1a subpoblacion Tipo B por diluyente y tiempo de refrige-

racion.

T1: EquiPlus® (Minitube); T2: MRADit® (Kubus); T3: PoliCryo; y T4: Triladyl®

(Minitube)

VCL: Velocidad curvilinea. VSL: Velocidad rectilinea. VAP: Velocidad promedio
Los resultados estan expresados como media + error estandar. Letras diferentes indi-
can diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05)

CONCLUSIONES

Los diluyentes compuestos por leche
descremada y azucares o por caseinatos
de sodio, fosfatos y azlicares son una al-
ternativa apropiada para la conservacion
de semen de conejo en condiciones de
refrigeracion, dado que favorecen el
mantenimiento prolongado de los para-
metros cinéticos de los espermatozoides
y la prevalencia de subpoblaciones
espermaticas con caracteristicas supe-
riores de velocidad y progresividad.

e Lacomposicion del diluyente para la re-
frigeracion afecta en la distribucion y las
caracteristicas cinéticas del semen de co-
nejo y, por lo tanto, podria influir en su
capacidad fertilizante.
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Figura 4. Velocidades espermaticas de la subpoblacion Tipo C por diluyente y tiempo de refrige-

racion.

T1: EquiPlus® (Minitube); T2: MRADit® (Kubus); T3: PoliCryo; y T4: Triladyl®

(Minitube)

VCL: Velocidad curvilinea. VSL: Velocidad rectilinea. VAP: Velocidad promedio
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