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RESUMEN:

Introduccién. La reproduccidn asistida de animales tiene su origen en la domesticacién de las especies ganaderas utiles al ser
humano. Los consiguientes procesos de seleccidn artificial permitieron desarrollar técnicas biotecnoldgicas que contribuyeron a
la mejora de las capacidades de produccién animal. Objetivo. Contextualizar el analisis seminal en la agricultura de precision
en el siglo XXI. Desarrollo. La visualizacién de espermatozoides en el microscopio puede considerarse como el primer paso en
el advenimiento de la biotecnologia de la reproduccién y la base para el desarrollo de las técnicas de reproduccién asistida. Con
el perfeccionamiento de los métodos de microscopia, se logré caracterizar los gametos masculinos, lo que significé un avance
significativo en la tecnologia de inseminacidn artificial. El punto de inflexién marcado por el desarrollo de técnicas de conservacién
espermdtica, implicé un cambio sustantivo en el desarrollo de estas tecnologfas en las especies ganaderas, ya sea con semen crio
preservado o refrigerado. Estos métodos son de alto valor en el caso de especies amenazadas, dado que se pueden crear bancos
de germoplasma con propdsitos de conservacion genética y rescate de especies en riesgo de extincidn. El andlisis seminal se ha
desarrollado de forma paralela con las técnicas de reproduccion asistida, al punto que hoy se considera como una técnica relevante
en la biotecnologia de la reproduccién animal, que se ha perfeccionado mediante el avance de la ciencia y la tecnologfa, la fisica
dptica y la computacién. Conclusion. El andlisis seminal ha tenido un cambio de paradigma al desechar técnicas obsoletas de
evaluacién subjetiva de la calidad seminal y adoptar métodos objetivos de evaluacion del semen, mediante el andlisis de grandes
volumenes de datos y variables de movilidad, cinéticas, morfométricas, morfoldgicas y fragmentacién del ADN, que permiten
caracterizar mejor los eyaculados de los reproductores en centros de inseminacién artificial.

PALABRAS CLAVE: reproduccidn animal, andrologfa, espermatozoo, semen.

ABSTRACT:

Introduction. Assisted reproduction of animals traces its origins in the domestication of livestock species useful to humans.
The consequent artificial selection processes allowed the development of biotechnological techniques that contributed to the
improvement of animal production capacities. Objective. To contextualize the seminal analysis in precision farming in the 21st
century. Development. The visualization of spermatozoa under the microscope can be considered as the first step in the advent
of reproductive biotechnology and the basis for the development of assisted reproductive techniques. With the improvement of
microscopy methods, it was possible to characterize male gametes, which meant a significant advance in artificial insemination
technology. The turning point marked by the development of sperm conservation techniques implied a substantive change in
the development of these technologies in livestock species, either with cryopreserved or refrigerated semen. These methods are of
high value in the case of threatened species since germplasm banks can be created for genetic conservation and rescue of species at
risk of extinction. Semen analysis has been developed alongside with assisted reproduction techniques and today it is considered
a relevant technique in animal reproduction biotechnology, which has been perfected through the advancement of science and

NOTAS DE AUTOR

anvalverde@tec.ac.cr


https://orcid.org/0000-0001-9809-2596
https://orcid.org/0000-0001-9809-2596
https://orcid.org/0000-0002-3191-6965
https://orcid.org/0000-0002-3191-6965
https://doi.org/10.15517/am.v34i2.51957
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=43774024009
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=43774024009

AGRrONOMIA MESOAMERICANA, 2023, VOL. 34, NUM. 2, 51957, MAYO-AcosTo, ISSN: 2215-3608

technology, optical physics, and computing. Conclusion. Seminal analysis has undergone a paradigm shift by rejecting obsolete
techniques of subjective evaluation of semen quality and adopting objective methods of semen evaluation, through the analysis of
large volumes of data and motility, kinematics, morphometrics, morphological, and DNA fragmentation variables, which allow a
better characterization of the ejaculates of breeders in artificial insemination centers.

KEYWORDS: animal reproduction, andrology, spermatozoa, semen.

INTRODUCCION

La especie humana evolucioné la mayor parte de su historia, al conformar pequenos grupos de cazadores-
recolectores, forma de agrupacién que representé un camino evolutivo exitoso. Todo parece indicar que
el proceso de domesticacion de especies animales, ya comenzé en ese tiempo, pues se estima que el perro
(posiblemente procedente del lobo) ya habitaba en grupos humanos hace mas de 30 000 anos (Larson &
Fuller, 2014).

Se considera que hace 10 000-15 000 anos (Frantz et al., 2020), dio comienzo la introduccién de
técnicas para el cuidado y cria generalizada de algunas especies, lo que ahora se llama ganaderia (Scanes,
2018). Los tiempos de coexistencia entre ambas formas de organizacién como cazadores-recolectores y
agricultura sedentaria, debieron ser convulsos (Cherniha & Davydovych, 2019). No se puede entrar aqui en
las implicaciones evolutivas que tuvo para la especie humana este proceso, baste indicar que el advenimiento
del neolitico y, con él, de la vida sedentaria y del concepto de excedente de produccién y la posibilidad de
acumular riqueza cambid para siempre a la humanidad, no necesariamente para bien (Harari, 2014).

Entre todas las especies candidatas para su domesticacion, el numero final escogido fue muy reducido
(Teletchea, 2019). M4s alld del lugar donde se inicié este proceso (los registros arqueoldgicos siempre serdn
incompletos), es evidente que ha tenido lugar repetidas veces y en las geografias més diversas (Pedrosa et al.,
2005). En principio, las especies candidatas serfan grandes herbivoros susceptibles de ser domesticados. Se
podria pensar en caballos, toros, cerdos, pero también lo han sido otros de talla media como la oveja o la cabra
¢ incluso pequena, pero de cria ficil como el conejo o el cuy (Larson & Fuller, 2014). Cabria preguntarse si
¢este hecho es debido solo a la eleccidon per se o a las caracteristicas de las especies en si? Si se pensara, por
ejemplo, en la liebre y el conejo y por qué la primera no ha sido habitualmente domesticada mientras que el
segundo si (Diamond, 2002).

Esun hecho que en laactualidad la biomasa de la especie humana, junto con la de las especies domesticadas,
suponen cerca del 96 % de la total correspondientes a los mamiferos en la tierra (Bar-On et al., 2018). Es una
hipertrofia que anula seriamente la biodiversidad del planeta, con todas las consecuencias que ello tiene para
su acervo genético (Scherf, 2000).

Existen aspectos negativos de la domesticacién que son conocidos hace tiempo, como por ejemplo, la
reduccién de la masa cerebral de los animales de granja en relacién con sus homénimos salvajes, como
consecuencia de su estabulacion y reduccion del espacio vital (Rehkimper et al., 2008). De hecho, se
ha comprobado, en el caso del vison, que la masa cerebral se reduce sobre el 11 % en aquellos animales
mantenidos en jaulas respecto de los salvajes (Kruska, 1993).

En referencia a las aves, su domesticacion parece haberse producido mucho después que la referida a los
mamiferos. En el caso del gallo doméstico (Gallus gallus), hay evidencias del proceso hace unos 4000 afos
en la zona que ahora corresponderia a Pakistan. Diferentes especies de dnades han sido domesticadas, tanto
en Europa como el norte de Africa o en Sudamérica, hace no menos de 2500 afos. Por su parte, habrian
pasado unos 2000 afios desde que se inici6 el proceso en los casos de la gallina de guinea, en la zona de lo que
ahora corresponderfa a Mali y Suddn, y del Pavo, en Norteamérica (Larson & Fuller, 2014). En todo caso, los
registros arqueoldgicos en aves muestran una mayor diversidad taxondmica que la referida a los mamiferos
(Dirrigl et al., 2020).
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Lo antedicho aplica a las especies de mamiferos y aves domesticadas, pero qué pasa con los peces y la
acuicultura. Se conocen ejemplos de la cria de peces en cautividad desde la antigiiedad, no menos de 2000 anos
en el caso de la carpa comun (Cyprinus carpio), sin que esté claro si en su origen se trataba de una auténtica cria
o del mantenimiento de peces salvajes capturados (Larson & Fuller, 2014). Pero su implantacién extensiva en
la llamada acuicultura data de pocas décadas atrds (Stickney, 1990). Es de destacar que el nimero de especies
utilizadas en acuicultura supera al de mamiferos en ganaderia; ello se debe, ademas de cuestiones econdmicas
y de aprovechamiento, a que se han planteado soluciones que intentan evitar lo acaecido con los mamiferos.
Asi se planteassi focalizar la industria en una cantidad limitada de especies, lo que reporta una mayor eficiencia
econdmica, o actuar en ladiversificacion interespecifica centrada en especies nativas, lo que reporta una mayor
eficiencia ecoldgica (Sicuro, 2021). Esta consideracién puede admitir una discusion bioética relevante, sin
embargo, parece que la practica se decanta por lo segundo.

En relacién con los insectos, tanto por su uso en el pasado, como su proyeccién hacia el futuro, dos son las
especies ancestrales, la mariposa de la seda (Bombyx mori) y las abejas meliferas (Apis melliferay Apis cerana).
La primera se domesticé en zonas de la actual China hace unos 5500 afios (Chen et al,, 2019) y la segunda en
el antiguo Egipto, donde se estima en unos 7000 afos el tiempo de su uso (Wallberg et al., 2014). El objetivo
del presente trabajo fue contextualizar el anlisis seminal en la agricultura de precisién en el siglo XXI.

BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION: {DONDE ESTAMOS?

Tras procesos de seleccion artificial basados en la mera observacién empirica, se hizo necesario dar un paso
adelante. Si bien se puede considerar que la hembra es el “hecho reproductivo” y el macho es el “vector
reproductivo”, lo que sumado al factor cantidad, es decir, millones de espermatozoides frente a unidades de
ovocitos y a la fécil disponibilidad de un eyaculado frente a la dificultad de aislar los gametos femeninos, lleva
a que el trabajo de seleccion se haya centrado en el macho (Roldan et al., 1992).

La primera descripcion de los espermatozoides se debe a Antonie Philips van Leeuwenhoek en 1677
(Van Leeuwenhock, 1679), quien los identificé como “animéiculos” presentes en el semen. Sus descripciones
resultan admirables, si se tiene en cuenta la calidad de imagen que se podia obtener con su microscopio,
con ellas se dio origen al estudio de la funcién espermitica en relacién con la fertilidad y sus limitaciones
(Puerta-Sudrez et al., 2018). Esos estudios sentaron las bases para el desarrollo de la reproduccion asistida,
la cual comenzé por la inseminacién artificial (IA) a finales del siglo XVIII por John Hunter en humanos
(Ombelet & Robays, 2015) y Lazzaro Spallanzani en perros (Sharma et al., 2018). Estos trabajos pioneros
fueron continuados por otros cientificos, en diversos campos de la reproduccién animal como la conservacion
espermatica que se tratard mds adelante.

Fue en la segunda década del siglo XX cuando primero Ivanovich Ivanofthizo progresos sensibles (Ivanoff,
1922), incluida una supuesta hibridacién entre hombre y chimpancé, extremo este nunca confirmado. En
todo caso, Ivanoff senté las bases para que Viktor K. Milovanov e LI. Sokolovskaya, disenaran el primer
esquema de inseminacidn artificial masiva en granjas de toda Rusia (Milovanov & Sokolovskaya, 1947). Ya
solo quedaba mejorar técnicas y protocolos de extensién en diversas especies hasta el advenimiento de la
fecundacion i vitro (FIV) por parte de Patrick Steptoe y Bob Edwards en 1978, que abrié una nueva era
en la reproduccién asistida, en la especie humana (Edwards et al., 1980). Solo quedaba el paso de introducir
el espermatozoide en el ovocito de forma manual, en lugar de esperar a su penetracién funcional, lo que
acontecid con la llegada de la inyeccidn intracitoplasmatica de los espermatozoides (ICSI) en 1992 por parte
del grupo de Gianpiero Palermo (Palermo et al., 1992). Las técnicas de FIV e ICSI tienen una presencia
menor en la ganaderia extensiva y quedan reducidas a grupos de alto valor genético y a la investigacion, que
incluye la creacién de bancos de germoplasma y de embriones.
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Las tltimas décadas se han centrado, de nuevo, en mejorar las técnicas y en hacerlas tan universales como ha
sido posible. Dos han sido los aspectos mds significantes respecto a la manipulacién de los espermatozoides,
su conservacion (Bailey et al., 2003) y la seleccién de aquellos con mayor potencialidad reproductiva.

En lo referente a la conservacion espermdtica, los métodos y las técnicas desarrolladas dependen de las
especies, de su manejo y de su interés econémico (Barbas & Mascarenhas, 2008). Se pueden distinguir tres
grandes grupos de especies, aquellas en las que el valor genético de los machos no resulta significativo y su
potencial fértil es elevado (por ejemplo, peces, la mayoria de las aves y conejos), las que tienen un mayor
interés econdmico, y son proliferas como el porcino, aunque también ovino o caprino, y aquellas en que el
valor anadido de la genética es considerable y no siempre la fertilidad de los machos seleccionados es alta
(bovinoy équidos, principalmente). En los dos primeros grupos se ha utilizado la refrigeracién de las muestras
para inseminacién (Contreras et al., 2014), mientras que en el tercero es habitual el uso de la congelacion
(Aurich et al., 2020). Como caso particular, se han llevado a cabo considerables esfuerzos por conseguir una
criopreservacion efectiva en el cerdo (Jovici¢ et al.,, 2020), lo que se debe al volumen comercial que mueve
esta especie en todo el mundo.

En muchos programas de conservacion de especies en peligro de extincion (Olden, 2006), se ha utilizado la
criopreservaci(')n espermética, aunque no se dispusiera de protocolos especiﬁcos para cada especie en cuestion
(Anel-Lopez et al., 2017). Esto, ademds de mantener la biodiversidad, permite la inclusién de genoma de
especies salvajes semejantes a las domésticas como una posibilidad de incrementar el acervo genético, lo que
aplica, al caso de los mamiferos (Hunter, 2018). Esta aproximacion debe ir acompanada, ademds, de una
salvaguarda adecuada del medio natural que permita la recuperacién y desarrollo de muchas de estas especies
(Comizzoli, 2017).

Respecto de la seleccion espermética (Marzano et al., 2020), estd referida a la seleccién del sexo de la
descendencia (Bhalakiya et al., 2018). En una gran cantidad de especies, por ejemplo en la bovina, resulta
mucho mas rentable disponer de hembras que de machos, pues ellas producen leche, terneros y carne,
mientras que los segundos se limitan a producir semen y carne, aunque antafio también aportaran fuerza de
trabajo. Ello condujo al desarrollo de técnicas de separacién de espermatozoides con carga de cromosoma
X vyY, con el fin de definir el sexo de la descendencia en diversas especies (Kurtz & Petersen, 2019). Estos
procesos de seleccidn se han extendido a otros aspectos como una mayor integridad del DNA (Nosrati et al.,
2014) o la eficiencia reproductiva (Morrell & Rodriguez-Martinez, 2011).

LA ESPERMATOLOGTA: EL. ANALISIS DE LA CALIDAD ESPERMATICA

En la filosofia moderna, definida como tal entre los siglos XVII y XVIII, y simplificado, aparecieron dos
corrientes diferenciadas, el empirismo y el racionalismo. La primera, encabezada por Bacon y Hume, daba
por bueno que era preciso aplicar un método satisfactorio para obtener datos que nos revelaran la naturaleza
de las cosas. Todo ello basado en aquello que se podia obtener por los sentidos, fuera directa o indirectamente
(Rossi, 1990). La segunda, propiciada por Descartes y Spinoza, ponfa en duda la fiabilidad de lo que se puede
percibir por los sentidos y centraban en la razén el inico modo de alcanzar el conocimiento (Williams, 1996).
La sintesis se produjo a finales del XIX y durante todo el XX con el advenimiento de la ciencia moderna
que, parti6 de los mismos principios, para admitir la relatividad de los conocimientos que se obtienen por
los sentidos (ahora ampliados a través del desarrollo tecnoldgico), al tiempo que se admitié que la mera
racionalidad no lleva a un acercamiento real a la naturaleza de las cosas (Moore, 1999). Por eso, un cientifico
contemporaneo, més alld de algunos limitados casos de certezas, habla en términos de probabilidad (ahi se
tiene el principio de incertidumbre de Heisenberg, como perfecto ejemplo) y somete sus resultados ala critica
racional basada en el método cientifico (Jaynes, 2003).

El andlisis seminal se ha basado en la valoracién de la concentracién, movilidad y morfologia de los
espermatozoides (Valverde & Madrigal-Valverde, 2018). A estas variables se han afadido otras, como la
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estabilidad de la membrana (De Ambrogi et al., 2006), la maduracién y fragmentacion del ADN (Sadeghi
et al., 2016), los niveles de apoptosis, la presencia de especies reactivas de oxigeno (Martinez-Alborcia et
al., 2012), la consideracion de las més ttiles en el campo de la investigacién para la préctica clinica. Desde
un inicio, el andlisis de las caracteristicas espermdticas se realizaba de forma subjetiva (lo que sigue siendo
practica habitual en el 4mbito veterinario), pese a que desde los anos ochenta del siglo pasado se dispone de
la tecnologia computacional para hacer estos andlisis de forma automatica, se trata de los llamados sistemas
CASA (Computer Assisted Semen Analysis) (Amann & Waberski, 2014; Soler et al., 2017; Valverde et al.,
2020).

Elanalisis subjetivo implica una considerable variabilidad en los resultados obtenidos, lo que limita su valor
diagndstico. Esto se pone de manifiesto no solo entre observadores, sino en un mismo técnico analista. Ello
condujo, en el caso del analisis de muestras humanas, a la introduccién de cuidadosos programas de control
de calidad (Cooper et al., 2002). Ademds, los valores obtenidos presentan una significacion muy limitada.
Incluso en el caso de las muestras humanas, donde la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha establecido
diversos manuales para la definicidn de protocolos universales (World Health Organization, 2021), donde
se establece, por ejemplo, que un espermatozoide se puede clasificar como de répido progresivo si se mueve a
partir de 25 pm/s, con un movimiento activo, lineal o en grandes circulos, que cubra una distancia de unas
25 um (aproximadamente la mitad de la longitud de su cola) en un segundo.

Al analizar esa definicion, surge la consideracién de que el cerebro humano es incapaz de medir unidades,
se precisa de elementos de comparacién para realizar una medida (Kedia et al., 2014). Asi pues, la definicién
de rapido (un adjetivo comparativo), solo puede referirse, como se hace en el manual de la OMS respecto de
una cantidad, por definicién no medible, o por comparacién a la mitad de la longitud de su cola. Si se tiene en
cuenta que en un campo microscopico hay decenas, cuando no centenas, de espermatozoides moviéndose, tal
tipo de medicién es imposible. Por tanto, solo se puede definir aquello rapido por oposicidn a aquello lento.
Esto podria plantear el oximoron de que en las poblaciones naturales puede haber guepardos lentisimos y
caracoles rapidisimos. Todo ello lleva a una medida insegura y poco eficiente (Valverde, Madrigal-Valverde,
etal.,, 2019). Eso mismo aplicaria a cualquier otra variable espermdtica, en lo que no se redundaria aqui.

Para paliar las limitaciones que se acaban de abordar, se desarrollé la tecnologia CASA, donde los
espermatozoides son analizados mediante algoritmos computacionales, lo que consiste en la definicidon
de su centroide y el andlisis de su desplazamiento en el espacio cartesiano, con el célculo de toda una
serie de pardmetros cinéticos (Bompart et al., 2018). Pardmetros relativos a concentracién, morfologia,
fragmentacién del ADN vy otros algoritmos de analisis de imagen especificos en cada caso, que rinde
siempre valores cuantitativos, cuyo significado excede con mucho a aquellas clasificaciones subjetivas antes
mencionadas. Dadala confusién terminoldgica asociada al desarrollo de esta tecnologia, se propuso utilizar el
término CASA para toda ella, determinado por un sufijo que indicara qué media en cada caso. Asi se tienen
los sistemas CASA-Mot (movilidad y cinética), CASA-Morph (morfologia y morfometria), CASA-DNAf
(fragmentacién del DNA) y asi sucesivamente (Soler & Cooper et al., 2016).

Surgen ahora dos problemas, uno relativo a la precision y exactitud de las medidas y otro al sistema de
clasificacién empleado (se recomienda la revisién de los nimeros especiales de las revistas Asian Journal of
Andrology [sobre andlisis morfoldgico en 2016, vol. 18] (Soler & Cooper, 2016) y Reproduction Fertility
and Development [sobre andlisis cinético en 2018, vol. 30 numero 6] (Holt et al., 2018)). Este segundo
aspecto se tratard mas adelante.

Diversos son los elementos que operan en la fiabilidad y significado de las medidas obtenidas, los més
importantes son las caracteristicas de los microscopios empleados, la temperatura de anlisis, la cdmara de
recuento utilizada, las caracteristicas de las cdmaras de video empleadas y, como es 16gico, del software con
que se hacen los cdlculos (Barquero, Sevilla, et al., 2021; Bompart et al., 2019; Gacem, Bompart, et al., 2020;
Valverde, Aredn, et al., 2019).
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Enlo referente ala microscopia, se hace necesario el uso del contraste de fase, al tratarse de células no tefidas
y de tamano pequeno. Pero de esta tecnologia se dispone de dos alternativas, el positivo y el negativo (Soler,
Garcfa-Molina, et al,, 2016). Cada uno tiene sus pros y sus contras, por lo que, como suele pasar en la ciencia,
no se puede decir sin mas que uno sea mds conveniente que el otro. Eso si, puesto que el objetivo tltimo de los
sistemas CASA-Mot es la obtencién de datos cinéticos, el contraste de fase negativo ofrece mejores resultados
al mostrar al espermatozoide blanco sobre un fondo oscuro, lo que facilita su discriminacion y analisis.

Aspectos como la movilidad estan ligados a la temperatura, ya que el metabolismo celular se ve alterado
por ella. En cambio, es frecuente que se hable de temperatura ambiente cuando eso no indica a qué grados
Celsius se trabaja (Viquez et al., 2021). Parece que lo més indicado para la evaluacién del semen, es utilizar
la temperatura del tracto genital femenino donde deberia alojarse tras la eyaculacién. En muestras humanas
y animales, se ha podido comprobar que la temperatura afecta significativamente a la cinética espermdtica y
eso referido tanto a la temperatura de incubacién como a la de andlisis. Por ello, se recomendo utilizar ambas
temperaturas a 37 °C con el fin de estandarizar las condiciones y por ser la temperatura fisioldgica, a pesar
de que los mayores valores se obtuvieron tras incubar a 37 °C y analizar las muestras a 22 °C. Por su parte, el
analisis morfométrico mostré que los espermatozoides presentaban un tamano inferior tras ser incubados a
37 °C, respecto de los valores observados a 22 °C, mientras que las células se hacian menos elipticas, lo que
indica que esa reduccion fue superior en la longitud que en la anchura (Garcia-Molina et al., 2022). Es de
senalar que, en ese mismo estudio, la valoracién subjetiva de las muestras, no permiti6 observar diferencias
entre las dos temperaturas, lo que refuerza la idea de que este tipo de valoracién no es suficiente para una
correcta evaluacién de la funcionalidad espermatica.

Otro elemento a considerar, es el referido a la cdmara de recuento utilizada. Hay dos tipos de cdmaras, las
que se basan en el desplazamiento de la gota y las que lo hacen en la difusion capilar (Bompartetal., 2018). Las
primeras parten del uso tradicional de un porta objetos y cubre objetos. De todas formas, su uso no permite
asegurar una distribucién uniforme de la gota de semen, ya que el cubre objetos flota sobre su superficie, lo
que, ademds, produce movimientos pasivos del fluido. Por ello, se desarrollaron cdmaras especificas (Makler”,
Spermtrack®), que con base en el mismo concepto, comprenden un cubre objeto con cierto peso, lo que
asegura la expansion del fluido sobre la base de la cdmara. Su disefio permite asegurar una altura entre la base
y el cubre objetos que puede ser de 10 0 20 mm, segtin el modelo (Valverde & Madrigal-Valverde, 2019).
El otro tipo de cdmaras de recuento parten del uso de las cldsicas cdmaras para recuento hemiético (como
la Neubauer), solo que, en este caso, el cubre objetos estd soldado por un pegamento al porta objetos que
asegura unas alturas como las antes indicadas. En este tipo de cimaras, la muestra se deposita en la zona de
carga, donde el cubre objetos y porta objetos entran en contacto y avanzan por dentro del espacio capilar.
El disefio de dicho espacio resulta fundamental, pues pueden producirse movimientos pasivos de reflujo que
distribuyan de forma no uniforme a los espermatozoides (Valverde, Madrigal, et al., 2019).

Con respecto de las cimaras de recuento, los tipos existentes ofrecen resultados diferentes y, por lo tanto,
no se pueden mezclar unos con otros, lo que dificulta la interpretacién y comparacién entre trabajos que
utilicen diferentes cdmaras o, incluso, diferentes modos de uso de una misma cdmara (Caldeira et al., 2019;
Valverde, Aredn, et al., 2019). Si se supone que se haya tenido en cuenta todo lo antes dicho, el siguiente
clemento determinante es el que se refiere a la cdmara de video utilizada (Valverde, Madrigal-Valverde, et
al, 2019). La resolucion de la imagen resulta fundamental, pero eso hace mucho que no resulta un factor
limitante.

Una variable que si limita el andlisis seminal es la frecuencia de captura de imédgenes (Valverde, Madrigal,
et al,, 2019). Cuando se desarrolld la primera tecnologia CASA-Mot, dichas cdmaras apenas capturaban
veinticinco imdgenes por segundo (i/s). Asi, la mayorfa de los valores histdricos estin obtenidos a esa
frecuencia, pero la disposiciéon de mejoras tecnoldgicas permite trabajar a frecuencias superiores. El andlisis
del efecto de la frecuencia de captura, muestra como a bajas frecuencias se esté lejos de analizar una trayectoria
cercana a la real. La relacién entre la frecuencia de captura y los pardmetros cinemdticos (en particular la
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VCL), sigue una curva exponencial, por lo que se hace necesario estudiar cudl es la frecuencia dptima (aquella
que supone el punto de asintota de la curva) (Cuadro 1), lo que depende de la especie (y atn de la raza) que se
considere (Bompart et al., 2019). Debido a que las frecuencias éptimas estdn lejos de lo que histéricamente
se ha podido emplear e incluso, en algunos casos, de lo que en la actualidad permite la tecnologfa, no invalida
los resultados obtenidos, pero si indica que cierta parte de la variabilidad real de las muestras ha quedado
enmascarada por esa limitacién técnica.

CUADRO 1
Frecuencias dptimas de captura de imdgenes para el estudio cinético
con sistemas CASA-Mot en funcién de la especie considerada.

Nombre comuin Nombre cientifico Imagenes por segundo'
Anguila? Anguilla anguilla 200
Burro® Equus asinus 275
Caballo© Equus caballus 300
Cerdod Sus scrofa domesticus 225
Esturion? Acipenser baerii 225
Hombre® Homo sapiens sapiens 140
Salmon? Salmo salar 250
Torof Bos taurus 250

aCaldeira et al. (2019); "Gacem, Catalan, et al. (2020); ‘Gacem, Bompart, et al.
(2020); “Valverde, Madrigal, et al. (2019); °Garcia-Molina et al. (2022); '‘Bompart
et al. (2019).

Table 1. Optimal image capture frequencies for the kinematic analysis
with CASA-Mot systems according with the species considered.

Otro factor que se tiene que considerar es el software. Una de las caracteristicas de todo sistema CASA
es que presenta un coeficiente de variacién nulo cuando se analiza una misma muestra diversas veces, ya
que los algoritmos utilizados se aplicardn siempre de la misma forma. Asi se evita la variabilidad debida a la
subjetividad que estd sometida a diversos factores relativos al observador (cansancio, enfermedad, estados de
dnimo, entre otros).

Un aspecto fundamental que se va a tratar en adelante, tiene que ver con la evaluacién seminal, y se iniciara
por la morfologia. Los espermatozoides son células muy pequenas, por lo que para su observacion detallada
se hace necesario un aumento minimo de 400x. Ademds, su observacién en campo claro es imperceptible,
a no ser que se realice una adecuada tincién de los espermatozoides. Si bien puede realizarse una tincién in
toto, lo mas comun es realizar una extension, que se seca al aire y luego se fija y tifie. Al analizar estas etapas
¢ iniciar por la deshidratacién, sin duda se provoca una modificacién de las estructuras celulares (Soler &
Cooper, 2016). Si se utiliza el siguiente simil, un grano de uva deshidratado se convierte en una pasa que ya
jamds podra revertir en el grano de uva original. Eso mismo ocurre con el proceso de fijacién quimica que
modifica las proteinas y la interaccién entre el contenido celular y el medio (Cooper et al., 2004).

Diferentes fijadores y/o tinciones, conducen a modificaciones significativas en los valores morfométricos
(Cuchoetal., 2019), mientras que estas diferencias no son ficiles de discriminar en una observacién subjetiva
de la morfologia celular. Pese a todas estas limitaciones, mucho es lo que se ha avanzado en las tltimas décadas
en los estudios de morfometria espermdtica y de sus implicaciones en el éxito reproductivo (Maroto-Morales
etal., 2016).

La introduccién de la técnica llamada Trumorph®, vino a solucionar ese conflicto (Soler et al., 2015; Soler,
Cooper, etal.,, 2016). Se trata de colocar una gota en un porta objetos y encima un cubre objetos, preparacion
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que se somete a una temperatura de 65 °C durante 5 s (lo que hace que dicha preparacion llegue a 45 °C) y se
ejerce una presion de unos 6 kp, para proceder a la observacion de la muestra en un microscopio de contraste
de fase negativo a 400x. La temperatura inmoviliza los espermatozoides y la presion asegura la expansion del
fluido forzando la posicién de maxima exposicién de los espermatozoides, pero sin presionarlos directamente.
Se ha demostrado, al menos en el caso de la anguila, que tras el tratamiento con Trumorph® se mantiene la
integridad de membrana y la consecuente respuesta activa los cambios de osmolaridad del medio (Caldeira
etal., 2022).

Las imédgenes que rinde el Trumorph®, en el caso de mamiferos, permite distinguir los componentes
celulares, se observa el acrosoma, la zona post-acrosdmica, el cuello, la pieza intermedia (donde la presencia
de restos citoplasmdticos es muy superior a lo observado tras fijacidn y tincidn), la pieza principal y la pieza

terminal del flagelo (Figura 1).

FIGURA 1
Imagen de un espermatozoide humano observado con la técnica de

Trumorph. Se pueden apreciar los diferentes componentes celulares.

Figure 1. Image of a human sperm observed with the Trumorphﬁ technique. It showed the different cellular components.

Otro aspecto de la calidad espermatica evaluable con tecnologia CASA, es la fragmentacién del DNA. La
evaluacion de esta caracteristica implica el uso de alguna de las técnicas especificas que ponen de manifiesto
el nivel de rotura de las cadenas de DNA, sea en cadena simple o en doble cadena. Entre estas técnicas
cabe senalar alguna sencilla, como la basada en el uso del naranja de acridina y otras méds complejas como el
COMETT, el efecto Tunel o el SCD (Sperm Chromatin Dispersion). La técnica del SCD se fundamenta
en una digestién de las proteinas que empaquetan al DNA, con lo que las hebras de esta molécula tienden
a expandirse, mds cuanto mads intactas estén, lo que genera un halo alrededor del core original, que viene a
equivaler a lo que era la cabeza del espermatozoide. Asi pues, el anélisis consiste en una medicién tanto del
halo como del core y de su relacién. Como en casos anteriores, se ha visto que los resultados son especificos
y dependen del kit utilizado en cada caso, por lo que es preciso tener en cuenta esos factores (Sadeghi et al,,
2016; 2018).

Un elemento de interés técnico y cientifico, se relaciona con la medicién de la movilidad a profundidades
cercanas a lo fisioldgico. La profundidad de campo que se puede utilizar con el uso de la microscopia
dptica se limita a los 20 mm, lo que obliga a los espermatozoides a un movimiento condicionado por esta
variable. Poder trabajar a mayores profundidades (a partir de 100 mm) implica el uso de microscopia ldser
(Soler et al., 2018). Pero esta tecnologia no solo permite acercarse a una profundidad similar a aquella en
que los espermatozoides se mueven en el tracto genital femenino, sino que permite hacer una valoraciéon
tridimensional de dicho movimiento (Figura 2). Otro aspecto que requicre atencién es el anlisis del
movimiento flagelar (Gallagher et al., 2019), lo que permite entender cémo se mueven los espermatozoides
en su conjunto y no solo individual (Schoeller et al., 2020). Estos descubrimientos influyen en la idea de que
solo hay que tener en cuenta espermatozoides con “buena movilidad” (Tung et al., 2017).
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FIGURA 2
Reconstruccién tridimensional de trayectorias espermdticas

de verraco, obtenidas con microscopia l4ser sin lentes.
Figure 2. Three-dimensional reconstruction of boar sperm track, obtained with laser microscopy without lenses.

Una referencia a las mis novedosas técnicas que permiten a un tiempo valorar diversos aspectos de la
funcionalidad espermatica, lo constituye la morfometria de diversos componentes celulares, la estabilidad de
las membranas celular y acrosémica y la cinética de su movimiento (Y4niz et al., 2017) (Figura 3).

FIGURA 3
Pruebas de funcionalidad de membrana espermatica en bovinos. Adaptado de Yéniz et al. (2017).

En la izquierda se observan cabezas de espermatozoides con las diferentes combinaciones de arriba hacia abajo:

membrana plasmética y acrosoma intacto; membrana plasmatica dafiada y acrosoma intacto; membrana
plasmdtica intacta y acrosoma dafiado; y ambas membranas dafiadas. En la derecha se observa cémo es
posible analizar el movimiento de las células al mismo tiempo que se analiza el estado de sus membranas.
Figure 3. Sperm membrane functionality test in cattle. Adapted from Yaniz et al. (2017).

On the left are sperm heads with the different combinations from top to bottom: plasmatic membrane and
intact acrosome, damaged plasmatic membrane and intact acrosome, intact plasmatic membrane and damaged
acrosoma; and both membranes damaged. On the right you can see how it is possible to analyze the sperm
movement of cells at the same time that the state of their plasmalemma and acrosome membranes are analyzed.

HACIA UN NUEVO PARADIGMA DE QUE ES EL EYACULADO

Desde el descubrimiento de los espermatozoides, se pensé que el eyaculado era un conjunto de células
equivalentes, donde cada una compite por ser la que fecunde al ovocito (u ovocitos, segun la especie). Se
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valoraban como positivos los espermatozoides con una movilidad rapida y progresiva, eso si, con una buena
morfologia (lo que es sintoma de una buena formacién y maduracion de la célula).

Todo anilisis seminal es, por definicién, condicionado, porque no se puede garantizar que el
comportamiento que se observa sea equivalente al que tendria en dicho tracto, algo que recuerda mucho al
gato de Schrodinger (Herndndez-Caravaca et al., 2017). El tracto femenino es un sitio con cambios de pH,
de temperatura, presencia de anticuerpos, de los més diversos leucocitos, polimorfonucleares, que ponen a
prueba la resistencia de los espermatozoides (Rodriguez-Martinez et al., 2005).

En muchas especies, el propio eyaculado se presenta en diversas fracciones con espermatozoides que
exhiben caracteristicas diferentes (Dziekonska et al., 2017). Como se indicd, el uso de los sistemas CASA
aporta todaunabateria de datos cuantitativos de diversa indole, lo que permite abordar el estudio espermético
desde una perspectiva poblacional. Tras diversos intentos con el empleo de la estadistica multivariante, se
acab¢ por establecer el uso de analisis de cluster en dos etapas, una primera de reduccién de variables por
el célculo de componentes principales y una segunda de “clusterizacién” a partir de dichos componentes
(Ramén & Martinez-Pastor, 2018).

Laaplicacién de estos calculos, ha puesto de manifiesto que la presencia de subpoblaciones espermaticas es
universal en las mas diversas especies y condiciones (Caldeira et al., 2018; Valverde et al., 2016). Este hecho
ha cambiado el viejo paradigma antes comentado por uno nuevo, en la que el conjunto de espermatozoides
eyaculados se asemeja mas a un equipo que a una carrera en solitario. Esto se ha analizado también con el
uso de técnicas de andlisis bayesiano, lo que ha producido resultados interesantes, pero todavia por explorar
en mayor medida (Viquez et al., 2020). Aun se desconoce la funcionalidad relativa de cada una de estas
subpoblaciones, pero ya hay indicios de su relacion con la capacidad fecundante del eyaculado (Barquero,
Roldan, Soler, Vargas-Leitdn, et al., 2021; Barquero, Roldan, Soler, Yéniz, et al., 2021; Barquero, Soler, et
al, 2021).

DONDE NOS DIRIGIMOS: HACIA UNA AGRICULTURA DE PRECISION

Con base en el cambio de paradigma de cémo se concibe la realidad de lo que supone la poblacién espermatica
total presente en el eyaculado, los trabajos punteros desarrollados en los ultimos afnos se dirigen a la
identificacidon y seleccion de aquellas subpoblaciones o conjuntos de subpoblaciones que puedan resultar més
interesantes para el propésito que se haya definido. Ello implica la combinacién de nuevas tecnologias como
la gendmica (Selvaraju et al., 2018), la microfluidica (Vasilescu et al., 2021) y la nanotecnologfa (Neculai-
Valeanu & Ariton, 2021).

El uso de la microfluidica no puede ser aplicado a programas de seleccién masiva de espermatozoides, pero,
por el contrario, permite trabajar en los procesos de selecciéon basados en diferentes principios de interaccién
con los espermatozoides (Ataci et al., 2021).

La genémica aplicada a los espermatozoides y los estudios epigenéticos, han puesto de manifiesto cémo el
estilo de vida y diversos factores ambientales no solo afectan la vida del individuo, sino que pueden afectar
el fenotipo de las siguientes generaciones (Donkin & Barres, 2018). Por su parte, la edicién del genoma por
la técnica de CRISPR también comienza a ser una realidad (Ahmed et al., 2019). Y si bien las implicaciones
legales y éticas de estas técnicas estdn siendo analizadas por su potencial repercusién (Cohen et al., 2020), no
hay duda de que marcan el futuro de la seleccién dirigida, al menos en el campo de la agricultura.

Un problema de dificil abordaje experimental ha sido el conocer cémo se comportan los espermatozoides
en su interaccién con el tracto genital femenino (Saint-Dizier et al., 2020). El disefio de componentes
microfluidicos especificos, permite entender este complejo proceso, y al considerar lo indicado sobre las
curvaturas del tracto a que se enfrentan los espermatozoides en su avance hacia el ovocito, condicionan las
interacciones entre la superficie de estos y la superficie externa (Reza Raveshi et al., 2021). La microfluidica
puede servir para una seleccién espermdtica precisa y basada en quimiotaxis (Karbalaei & Cho, 2018),
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termotaxis (Pérez-Cerezales et al., 2018) o reotaxis (Hwang et al., 2019), lo que permitira separar aquellas
subpoblaciones que sean de interés en cada caso (Khodamoradi et al., 2021).

El uso de nanoparticulas ha mostrado su utilidad en la mejora de la seleccién espermitica y su potencial
fecundante (Feugang et al.,, 2019), asi como en su conservacion tras congelacion (Nadri et al,, 2019). Al
mismo tiempo, se estudia la interaccién negativa entre nanoparticulas contaminantes y la funcionalidad
espermdtica (Iftikhar et al, 2021). También se estdn utilizando como marcadores que permiten el
seguimiento de los espermatozoides en su recorrido, sea 17 vivo o in vitro (Vasquez et al., 2016). Esto tltimo,
conduce al disefio de los llamados robots espermaticos que se pueden guiar o incluso programar para llegar
a su destino (Patil et al., 2020).

CONCLUSIONES

El analisis seminal ha tenido un cambio importante de paradigma, al abandonar técnicas de evaluacion
subjetiva de la calidad seminal y adoptar métodos objetivos de evaluacién del semen, mediante el anélisis de
grandes volimenes de datos y variables espermaticas de movilidad, cinéticas, morfométricas, morfoldgicas y
de fragmentacién del ADN, que permiten caracterizar mejor los eyaculados de los reproductores en centros
de inseminacién artificial. Algunos puntos de inflexién importantes en la biologia de la reproduccién, han
significado un avance importante en las técnicas de reproduccién asistida, como la criopreservacion de
gametos, la inseminacién artificial o la fecundacién in vitro, para la produccién animal e incrementar los
niveles de productividad.

La adopcién de nuevas tecnologias y la implementacién de nuevos métodos cientificos, sumado a que la
reproduccion animal se incorpore dentro de la biologia de sistemas, permitiran mejorar el entendimiento
sobre lo que sucede a nivel fisiolégico. Ademas, la sociedad actual estd siendo participe de un nuevo cambio de
paradigma sobre lo que es un eyaculado y se esta desechando la idea de este como una unidad global para dar
paso al nuevo concepto de heterogeneidad del eyaculado, lo que sin duda abrird nuevaslineas de investigacién
para mejorar el entendimiento actual de la fertilidad masculina.

Las implicaciones éticas sobre las nuevas técnicas de reproduccion asistida en donde puede editarse el
genoma de embriones mediante gendmica aplicada, deben ser tomadas en consideracién con base en equipos
multi, inter y transdisciplinarios a lo interno de los comités de bioética, para que estos nuevos métodos
reproductivos dentro de la agricultura de precision del siglo XX tengan un asidero legal, moral y ético.
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