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RESUMEN: Se obtuvieron 33 eyaculados de congjos Nueva Zelanda blancos para realizar la separacion
de espermatozoides “Y” por medio de diferentes gradientes de densidad (10, 15 y 20%) de Albumina
Sérica Humana (HSA). L as car acteristicas evaluadas en fresco fueron: volumen, por centaje de motilidad
progresiva, esper matozoides vivos, morfologia normal y concentracion, siendo los valores de: 1.19 mL,
82.72%, 90.90%, 89.96% Yy 773.63X10°, respectivamente. El semen fue diluido 1:1 en un medio de citrato
de sodio y glucosa, para posteriormente colocarlo en tubos que contenian gradientes de concentraciones
dealbuminaal 20%, 15% y 10%, colocAndose a unatemperaturade 37.5°C. Unavez realizado lo anterior
se retird cada una de las fracciones con intervalo de 10 minutos, determinando en cada fraccion el
por centaj e de motilidad, esper matozoides vivosy concentracion esper mética. Se obser v una disminucion
importante de la motilidad del semen fresco (82.72%) en comparacion a la motilidad progresiva de la
capa de HSA al 20% que fue de 35.45%. Conforme los esper matozoides alcanzan las capas de mayor
densidad el porcentaje de vivos disminuye siendo de 88.39, 86.21 y 83.06% para el 10, 15y 20% de HSA
respectivamente, observandose o mismo con relacién a la concentracién espermatica (504.24, 376.06 y
211.81X10%ml). De un total de 30 partos después de la inseminacion artificial con espermatozoides
obtenidos dela capa con 20% de HSA, nacieron 187 gazapos siendo el 72.72% machosy 27.27% hembras.
L os resultados indican que mediante gradientes de densidad de HSA es posible realizar la seleccion de
espermatozoides“Y” en semen de congjo y consecuentemente producir mas machos.
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SEPARATION OF "Y” SPERMATOZOA IN RABBIT SEMEN BY DIFFERENT DENSITY
GRADIENTSOF HUMAN SERUM ALBUMIN

ABSTRACT: Thirty-three g aculations of white New Zealand rabbitswer e obtained to perform the separ ation
of “Y” spermatozoa by different density gradients (10, 15 and 20%) of Human Serum Albumin (HSA). The
characteristics evaluated in fresh semen were: volume, progressive motility percentage, live spermatozoa,
normal mor phology and concentration, being these values: 1.19 ml, 82.72%, 90.90%, 89.96% and 773.63X10°
respectively. Semen was diluted 1:1 in a medium of sodium citrate and glucose; then, 1ml of diluted semen
was added in tubes containing gradients of albumin at 20%, 15% and 10%, at a temperature of 37.5°C.
L atter, each of the factionswasr etired within intervals of 10 minutes each, determining motility percentage,
live spermatozoa and sper matic concentration in each fraction. An important decr ease of fresh semen motility
was observed (82.72%) compar ed to the progressive matility in the HSA layer at 20%, which was 35.45%.
As spermatozoa reach the layers of higher density, the percentage of the live ones decreases being 88.39,
86.21 and 83.06 for the 10, 15 and 20% of HAS respectively, observing the same related to spermatic
concentration (504.24, 376.06 and 211.81X10%ml). From 30 births after artificial insemination with
spermatozoa obtained from thelayer with 20% of HSA, 187 rabbits were born being the 72.72% males and
27.27 females. Theresults indicate that it is possible to perform the selection of “Y” spermatozoa in rabbit
semen and consequently produce more males, by the use of density gradients of HSA.
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INTRODUCCION

La preseleccion del sexo de la descendencia es
de gran importancia por sus repercusiones genéticas
y econémicas en la producciéon animal, en humanos
se esta aplicando cuando existe el riesgo de enfer-
medades genéticas unidas al cromosoma sexual (11).

El sexo genético de un mamifero depende de la
fertilizacion, si el 6vulo es fertilizado por un esperma-
tozoide que contiene el cromosoma “X” o “Y”, asi el
sexo puede ser predeterminado si los
espermatozoides son separados antes de la insemi-
nacion artificial en funcién de sus cromosomas. La
Unica diferencia establecida entre el cromosoma “X”
y “Y” es la cantidad de DNA, en los mamiferos el es-
permatozoide “X” contiene 2.8-7.5% mas de DNA que
los espermatozoides “Y” en el cromosoma sexual (4).

Numerosos métodos fisicos, bioquimicos e
inmunoldgicos han sido propuestos para alterar la
proporcién del sexo en la descendencia, siendo el
método de citometria de flujo el que mejor resultados
brinda, ya que de espermatozoides clasificados con
cromosoma “X"y "Y” se han obtenido el 94% y 81%
de eficiencia respectivamente (11), sin embargo, el
empleo de la citometria de flujo como método para
producir semen sexado tiene limitaciones, entre es-
tas se pueden sefalar el niumero limitado de
espermatozoides que pueden clasificarse en un pe-
riodo de tiempo (3.5X10°%), el incremento de la morta-
lidad embrionaria presuntamente relacionada con la
presencia de un flurocromo en el DNA, asi como el
elevado costo del aparato (4,11).

En 1973 se reporta que aproximadamente el 85%
de los espermatozoides humanos que migran a tra-
vés de diferentes gradientes de concentracion de Al-
bumina Sérica Bovina (BSA) tienen cromosoma “Y”
(8). Existe discrepancia con respecto a estos resulta-
dos ya que si bien algunos autores los confirman (2,
6,14), otros los refutan (15, 18,19).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
método de separacion de espermatozoides “Y” de
semen de conejo por medio de diferentes gradientes
de densidad de HSA e inseminar conejas con los
espermatozoides obtenidos para determinar si se
puede preseleccionar el sexo en los mismos.

MATERIALESY METODOS

Se obtuvieron 33 eyaculados de conejos Nueva
Zelanda Blancos mediante vagina artificial a una tem-
peratura promedio de 49.44°Cy tubos colectores de
plastico graduados.
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El volumen se determind directamente del tubo
graduado en mL. La muestra fue diluida 1:1 con un
diluyente de citrato de sodio y glucosa (33.3 mM) (1,7).
Para observar la motilidad progresiva se colocé una
gota de cada muestra en un portaobjetos, al que se le
coloco un cubreobjetos para su analisis con un obje-
tivo de 10X de un microscopio de contraste de fases
y una platina a 37°C, solo las muestras que obtuvie-
ron una motilidad progresiva superior o igual a 75%
fueron utilizadas para la separacion de
espermatozoides (12, 16,17).

La viabilidad y morfologia espermatica fue deter-
minada de un frotis con una tinciéon de eosina-
nigrosina, asi como clasificando los normales y anor-
males (7,13).

La concentracion fue calculada usando una camara
de Neubauer previa diluciéon de 1:200 en una pipeta
de Thomas y contando los espermatozoides con un
objetivo de 40X (10, 12,16).

Preparacion de las columnas

Para obtener la separacion de espermatozoides
“Y” de eyaculado de conejo se utilizé una modifica-
cion de la técnica descrita por Ericsson et al. (8). Pre-
vio a la coleccion del semen se prepararon las colum-
nas, que consistié en colocar en el fondo de un tubo
de plastico cénico con capacidad de 15 mL. 1 mL de
Seroalbumina humana (HSA) al 20%, posteriormen-
te se coloco 1 mL de HSA al 15%y otro mL de HSA al
10%, finalmente se adiciono el semen diluido, tratan-
do de no mezclar las diferentes fracciones que se adi-
cionaron. Una vez realizado lo anterior la columna se
colocé en bafio Maria a una temperatura de 37.5°C
(8). Las diferentes fracciones de la columna fueron
retiradas con intervalos de diez minutos. En cada frac-
cion se le evalu6 motilidad, viabilidad y concentra-
cibn espermatica.

Con los espermatozoides que se obtuvieron de la
fraccion de 20% de HSA, se realiz6 la inseminacion
artificial de 33 conejas. La concentracion promedio
fue de 105X10° en un volumen de 0.5 mL por insemi-
nacion, inmediatamente después de este procedimien-
to se les inyectd 150 Ul de Gonadotropina Coridnica
Humana (hCG) para inducir la ovulacion (11). El
sexado de los gazapos se realizé a partir de los 8
dias de edad (1).

Andlisis estadistico. Para comparar las caracte-
risticas esperméticas en los diferentes gradientes de
densidad de HSA, se realizé un andlisis de varianza
seguido de la prueba de Tukey evaluando el grado de
significacion para p<0.05. Para este andlisis se em-
pled el programa SPSS version 10.



RESULTADOSY DISCUSION

La Tabla 1, presenta el promedio de las caracte-
risticas espermaticas (volumen, motilidad progresiva,
porcentaje de espermatozoides vivos, morfologia nor-
maly concentracion espermatica) de 33 eyaculados
de conejo.

En la Tabla 2, se muestran los promedios de
motilidad progresiva, porcentaje de espermatozoides
vivos y concentracion en semen fresco, en las diferen-
tes capas de HSA (10, 15y 20%) que se utilizaron para
la separacion de espermatozoides “Y”. Se aprecié que
conforme los espermatozoides alcanzan las capas
de mayor densidad disminuyen estos valores, asi te-
nemos que la matilidad vari6 de 82.72% en semen
fresco a 35.45% en la capa de HSA al 20%, lo mismo
se observa con relacién a la concentracion que fue de
773.63 a 211.81X10%mL. Esta disminucion fue menor
en el % de vivos, ya que de 90.90% solo descendié a
83.06%.

En la Tabla 3 se observa el total de gazaposy por-
centaje de machos y hembras de 30 partos, después
de la inseminacion artificial con espermatozoides ob-
tenidos de la capa de albimina sérica humana al 20%.

El volumen de eyaculados de conejos obtenidos
con vagina artificial fue como promedio de 1.19 mL
similar a lo reportado por Nervo et al. (13) con el
empleo de conejos hibridos, aunque superior a lo
reportado por Dal Bosco et al. (5) quienes obtuvieron
0.85 mL, se atribuye la diferencia al hecho de que Dal
Bosco et al. (5), muestreaban conejos hibridos dos
veces por semana y en cada obtencién realizaban
dos eyaculados con intervalos de 20 minutos entre
las tomas, mientras que en esta investigacion se ob-
tuvo un eyaculado por conejo por semana, como se-
fiala Alvarifio (1) el nimero de eyaculados por sema-
na influye en este indicador.

En el semen fresco se obtuvo una motilidad de
(82.72%), similar a Viudes de Castro y Vicente,(16)
gue fue de 80% utilizando machos de la mismarazay
evaluada con una platina a 37°C y superior a lo en-
contrado por Castellini y Lattaioli, (3) que fue de 65%,
lo que pudiera deberse a la temperatura ambiente al-
canzada de 25°C, 1 hora después de su obtencion.

El porcentaje de espermatozoides vivos en el se-
men fresco fue de 90.90% superior a lo reportado en
1996 por Dal Bosco et al. (5) que fue 77%, pero es
inferior a lo reportado por Echegaray et al. (7) que
obtuvieron 94.30%, al obtener semen 3 veces por
semana. Nervo et al. (13) reportaron que se
incrementaba el porcentaje de vivos obteniendo dos
eyaculados consecutivos con intervalos de 15 minu-
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tos por semana, siendo de 81% Yy 83% en el primeroy
segundo eyaculado, respectivamente.

En cuanto a la morfologia normal en el semen fres-
co fue 89.96%, superior a lo reportado por Finziet al.
(9) que reportan 81.8 % al trabajar con conejos de 9
meses de edad, en un ambiente de temperatura de
20.3°C, tres veces a la semana para obtener dosis
para IA, reportando estos autores que los
espermatozoides son muy sensibles a altas tempera-
turas y que las anormalidades morfoldgicas pueden
indicar un estrés caldrico sufrido por el animal.

La concentracion espermatica que se obtuvo en pro-
medio en semen fresco fue de 773.63X10°%/mL superior
al rango reportado por diferentes autores como Dal
Bosco et al. (5), Castellini y Lattaioli (3) y Nervo (13) con
valores de 450-470x 10%/mL, 200x 108 /mL y 307x 10°
mL respectivamente, pero en estas investigaciones se
emplearon hibridos y se plantea que una de las causas
gue afecta la concentracion es laraza (1).

El resultado general de la Tabla 2 muestra a los
tres indicadores evaluados: motilidad,
espermatozoides vivos y concentracion en los dife-
rentes gradientes, los cuales disminuyeron
significativamente con respecto al semen fresco.

La motilidad progresiva de los espermatozoides
de semen de conejo obtenidos en los gradientes de
10, 15y 20% de HSA (Tabla 2) es inferior a lo repor-
tado por varios autores, con el empleo de semen de
humano se observaron motilidades muy superiores,
asi tenemos a Ericsson et al. (8) quienes trabajando
con concentraciones de 6, 10 y 20% de BSA, repor-
tan una motilidad progresiva de 91.00, 75.00 y 95.00%
respectivamente, lo mismo sucede con lo reportado
por Ross et al. (15), los que trabajaron con 3 capas
con diferentes densidades de BSA al 10, 15 y 25%,
lograron una motilidad al 25% de 77%. Dmowski et al.
(6) utilizando solamente 2 capas de HSA con densida-
des de 10 y 20%, reportaron una motilidad progresiva
64.00 y 77.00% respectivamente, mientras que
Beerninkk et al. (2) utilizando tres diferentes gradientes
de HSA (7.5, 12.5 y 20%) encontraron un porcentaje
de motilidad progresiva de 80-86% en HSA al 20%. En
estas evaluaciones el semen humano fue centrifugado
antes de su evaluacion para limpiarlo de restos de cé-
lulas de descamacion y plasma seminal, lo que oca-
siona la capacitacion de los espermatozoides
incrementando su matilidad, la centrifugacion también
se realizo en las diferentes muestras de los gradientes
antes de su evaluacion, en esta investigacion no se
realizé centrifugacion, ni en semen fresco ni después
de la separacion de los espermatozoides en los dife-
rentes gradientes de densidad de HSA.
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TABLA 1. Caracteristicas de semen fresco de 33 eyaculados de conejo./ Characteristics of fresh semen of 33 rabbit
gjaculates

Vol (mL) % Motilidad % Vivos % NormaleS Concentracion
progresiva (X10%mL)
Promedio+DE. 1.19+0.30 82.72+6.62 90.90+3.10 89.96+2.59 773.63+154.69

DE= Desviacion estandar.

TABLA 2. Motilidad progresiva, espermatozoides vivos y concentracion en semen fresco y en diferentes capas de
albimina sérica humana (10, 15 y 20%), de 33 eyaculados de conejo./ Progressive matility, live spermatozoa and
concentration in fresh semen and in different levels of Human Serum Albumin (10, 15 and 20%) of 33 rabbit
gjaculates

M uestras (%) Motilidad Vivos (%) Concentracién (X 10%ml)
Semen fresco 82.72+6.622 90.90+3.10% 773.63+154.69%
* Semen-sex 10% HSA** 60.15+9.05° 88.39+3.77° 504.24+150.89°
*Semen-sex 15% HSA** 45.75+6.38° 86.21i3.57b 376.06+132.78°
*Semen-sex 20% HSA** 35.45+3.82° 83.06+3.57° 211.81+104.98¢

Letras diferentes por columnadifieren (p<0.05)
* = semen presel eccionado en diferentes capas de albuimina humana.
**= Seroalbumina Humana (HSA).

TABLA 3. Tota de gazapos y porcentaje de machos y hembras después de la inseminacion artificial con
espermatozoides obtenidos de la capa de albumina sérica humana al 20% a 33 conejas./ Total young rabbits and
male/femal e percentage after artificial insemination with spermatozoa obtained from Human Serum Albumin at 20%

in 33 femal e rabbits

#delA # de partos Total de gazapos # de gazapos machos | # de gazapos hembras
TOTAL 33 30 187 136 51
Promedio + 6.23+2.51 4,53+1.52 1.70+1.15
DE/camada
% 72.72 27.27

|A= inseminacion Artificial.

La concentracion espermatica obtenida en esta
investigacion en las diferentes fracciones de la co-
lumna de HSA (10, 15 y 20%) fue de 504.24, 376.06 y
211.81X108mL, respectivamente en semen de cone-
jo, trabajando con una concentracién total inicial en
promedio de 773.63X10°¢ mientras que trabajando con
semen humano Dmowski et al. (6) usando 2 capas
de HSA con densidades de 10 y 20%, reportaron una
concentracion espermaticas de 65.00 y 16.00X10%/mL
respectivamente, siendo la concentracion inicial de
395X10°, posteriormente Beernink et al. (2) determi-
naron en semen humano una concentracion
espermética en la capa de HSA al 20% de solo 14X10¢,
siendo la concentracion inicial de 220X10°, hay que
considerar que la concentracion inicial en esta inves-
tigacion fue muy superior (773.63X10°), a la que se
inicié con semen humano (220 a 395X10°).

El porcentaje promedio de efectividad de la técni-
ca para la obtencion de machos fue de 72.72%, su-

Rev. Salud Anim. Vol. 30 No. 1 (2008)

perior al reportado por Zavos (19). Este autor traba-
jando con conejos obtuvo el 55.3% de machos, utili-
zando 2 capas de BSA al 10 y 20%; nuestro resultado
es similar al reportado por Beernink et al. (2), en hu-
manos de 1,034 nacimientos post-l.A. con el empleo
de espermatozoides preseleccionados con 73.50%
varones, Rosey Wong, (14) utilizando tres capas de
HSA al 10, 12 y 20% reportaron de un total de 31
gestaciones el 81.00% de nifios.

Se concluye que la técnica de preseleccion del
sexo mediante gradientes de densidad de HSA es
adecuada para seleccionar espermatozoides con
cromosoma “Y” de eyaculados de conejo y producir
mas machos en la camada.
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