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Introduccion

1.-INTRODUCCION

La conservacion del semen en si misma es una técnica de gran relevancia dentro
de las biotecnologias de la reproduccion, puesto que permite la conservacién de material
genético de numerosas especies. Por otro lado, contribuye y ayuda a la utilizacion de otras
técnicas reproductivas, tales como la inseminacién artificial (IA) o la fertilizacién in vitro
(FIV). La inseminacion artificial permite la utilizacién del potencial genético de reproductores
de alto valor de los cuales se ha preservado genética, permitiendo asi el cruzamiento y
seleccion de individuos. De esta manera y utilizando la combinacion de ambas técnicas, se

contribuye a incrementar la produccién de las especies doméstica.

En eyaculados ovinos se encontraron proteinas del PS que se adhieren al
espermatozoide en el momento de la eyaculacién, las cuales confieren una proteccion y
reparacion de la membrana frente a los efectos del choque térmico (Cardozo et al., 2006).
Las proteinas mencionadas se conocen como RSVP14 y RSVP20, son producidas en las
vesiculas seminales y se caracterizan por tener un efecto protector frente a los procesos de
congelacion y descongelacion (Fernandez y Gallego, 2006). Estas investigaciones
demuestran que los eyaculados de ovinos contienen proteinas que ayudan a mantener la
viabilidad de la membrana espermatica que asegura el poder fecundante de los
espermatozoides bajo condiciones ambientales adversas (Rueda, 2011).

En diversas especies entre las cuales se pueden citar los bovinos, el escaso poder
fecundante del semen descongelado puede estar motivado por cambios estructurales,
bioquimicos y funcionales, asi como en la composicion lipidica de la membrana que sufren la
mayoria de las células espermaticas durante el proceso de preservacion. Posiblemente sean
cambios generados por el estrés térmico, mecanico, quimico u osmético que los protocolos
implican, teniendo como consecuencia una baja motilidad y una pérdida de la capacidad
fertilizante de estos espermatozoides en el interior del tracto reproductivo de la hembra
(Cardozo, 2006). Durante los protocolos de preservacion la integridad de la membrana
espermatica se ve alterada, y viendo que la fertilidad se ve reducida tras la descongelacion,
queda demostrado que su integridad es crucial para que los espermatozoides conserven su
funcionalidad natural después de la descongelacién. Ademas, hay que valorar que la
capacitacion y reaccién acrosémica precoz que conllevan las técnicas de preservacion
puedan ser una de las causas de la pérdida del poder fecundante de los espermatozoides
(Martinez, 2005).
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La congelacién y descongelacion del semen provocan cambios bruscos a la
membrana de los espermatozoides de los mamiferos, posiblemente atribuidos al estrés por
temperatura, mecanica, quimica y osmética, entre los cuales se pueden mencionar cambios
estructurales y composicion lipidica de la membrana teniendo como consecuencia la pérdida
del poder fecundante (Cardozo, 2006).

De hecho, los bajos porcentajes de viabilidad y motilidad de los espermatozoides
no serian los responsables directos de su bajo poder fecundante, si no que algunos autores
lo atribuyen a la pérdida de proteinas de membrana. La principal funciéon de la membrana
espermatica es formar una barrera de proteccidon y comunicacion con el medio extracelular,
ademas transmite sefiales bioquimicas entre ligando y receptor del medio externo al interno
de la célula espermatica (Cardozo, et al., 2006). Todo esto hace que el espermatozoide

dependa de su membrana para tener un poder fecundante exitoso.

Varias investigaciones han dirigido sus pasos a encontrar la manera de proteger a
los espermatozoides frente a estos dafios generados por la criopreservacion, entre ellas
encontramos la inclusién de plasma seminal (PS), o proteinas del mismo en medios de
dilucion del semen, con el fin de revertir los dafos causados a la membrana del
espermatozoide y confiriéndole la capacidad de contrarrestar los cambios ocasionados por

estrés térmico (Barrios et al., 2000).

Investigaciones anteriores adelantadas en la Corporaciéon Colombiana de
Investigacion CORPOICA, evidenciaron que los espermatozoides de toros criollos
Sanmartinero, penetraban en mayor cantidad de ovocitos que los espermatozoides de toros
Cebu. Asi mismo, se establecié que los toros Sanmartinero presentaban niveles superiores
de ciertos compuestos como acido citrico o acido piravico, lo cual dio pie a plantear las
primeras hipdtesis en busca de establecer los motivos de su superior comportamiento
(Rueda, 2008). Sin embargo, no se han realizado estudios que permitan establecer posibles
relaciones entre las concentraciones de proteinas del plasma seminal y las variables de
calidad seminal, estas Ultimas consideradas como sefales del funcionamiento del

espermatozoide.

Con base en lo anteriormente expuesto, en la primera parte de este estudio se
evaluaron los perfiles electroforéticos de las proteinas del PS de toros Criollos y Cebu,
mediante el uso de la electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida SDS-PAGE
1D, para de esta manera poder establecer las correlaciones existentes con las variables de

calidad seminal.
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Para seguir valorando estos resultados y confirmar el efecto beneficioso, en una
segunda experiencia se retiraron distintos niveles de PS (25 y 50 %) en eyaculados de toros
Gyr para sustituirlos por la misma proporcién de PS de toros Criollos y ver el efecto de las
proteinas de dicho plasma sobre la calidad seminal tanto en el proceso de refrigeracion

como en el de congelacién y ver de qué manera influye sobre ella.



Revision Bibliogréfica

2.-REVISION BIBLIOGRAFICA

En esta investigacion se ha trabajado con la raza criolla Harton del Valle,
descendiente del cruce de razas traidas al pais desde Europa y la raza cebu Gyr lechero
originario de la India, pero mejorado en Brasil y de gran importancia econdmica en

Colombia por su gran capacidad de adaptacién y sus buenos indices en produccién de leche.

2.1 Caracterizacion de las Razas Bovinas

En regiones tropicales las razas autoctonas y las cebuinas se utilizan para generar
razas sintéticas con buenos indices de produccion, tolerancia al calor y los parasitos. Por
medio de programas de mejoramiento genético para fijar caracteristicas de importancia
econdmica como la produccién de leche en el trépico bajo, basados en reproductores

genéticamente superiores de los diferentes hatos.

La biologia molecular es una herramienta imprescindible en el logro de este fin, por
medio de los QTL (/loci de caracteristicas cuantitativas) y genes candidatos, es encontrar
genes y marcadores que puedan ser implementados en programas de mejoramiento

genético por medio de la seleccién asistida por marcadores (MAS).

En el caso del ganado cebuino una de las primeras aplicaciones de la genética
molecular es la identificacion de animales resistentes a garrapata, estrés caldrico, parasitos,
mamitis y demas propias del tropico bajo; a partir de los QTL significativos y genes
candidatos identificados en las razas cebuinas lecheras, se podran utilizar en el programa de
Prueba de Progenie de la raza por medio de toros jovenes con alto potencial genético y
descartando los de bajo potencial, evitando sobrecostos por el mantenimiento de los
animales en el tiempo por varios anos. Utilizando los QTL significativos en embriones
producidos in vitro o por transferencia de embriones se puede disminuir el intervalo

generacional y hacer seleccidn incluso en el estado embrionario (Ardila, 2010).

2.1.1 Caracteristicas de la raza Criolla Harton del Valle

Los bovinos criollos colombianos Harton del Valle, considerados criollos caucanos
se han caracterizado por ser animales de alta fertilidad con intervalos entre partos de 365-
390 dias y una tasa de natalidad superior al 90%. Igualmente se destacan por una gran
precocidad alcanzando su pubertad a los 12 meses, la edad al primer servicio a los 22 meses

y la edad al primer parto a los 32 meses. La precocidad del Hartdn del Valle se ha visto
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reflejada también en pesos de destete de 180-200 kg a los 8 meses de edad. Si se les
continlia con un sistema de manejo y alimentacion adecuada alcanzan desarrollos y pesos
significativos de 280 kilos en las hembras y 300 kilos en los machos a los 18 meses de edad,
todo depende de las condiciones de manejo que aplique el productor para lograr alcanzar

las metas satisfactorias. (Casas y Valderrama, 1998).

2.1.2 Caracteristicas de la raza Cebu Gyr

Teniendo en cuenta el mejoramiento genético de las razas cebuinas, el pais que
mas se ha destacado es Brasil, lider en programas de mejoramiento en el trépico. Este pais
ha obtenido importantes avances en progreso genético en su rebano de leche por medio del
mejoramiento clasico y de técnicas reproductivas tales como la inseminacion artificial, la
transferencia de embriones o la fecundacion /n vitro, principalmente para caracteristicas de

facil medida y alta heredabilidad.

Datos de la Asociacién Brasilefia de Criadores de Cebu (ABC2), sobre el desempeio
productivo y reproductivo de la raza Gyr, reportando datos como edad al primer parto (EPP)
de 44,7 meses y un intervalo entre partos (/PP) de 16,1 meses; una produccién de leche por
lactancia (305 dias) de 3000 kg con un porcentaje de grasa de 4,5 en hembras longevas y
con vacas jovenes de 5000 kg en intensivo con suplementos concentrados; en Colombia
muchas vacas superan los 4000 kg de leche por lactancia bajo condiciones de pastoreo y

suplementacién durante el ordefio con piensos comerciales.

Estos logros se han obtenido gracias a programas de transferencia de embriones
producidos /n vitro, partiendo de ovocitos obtenidos mediante aspiracion folicular trasvaginal
de vacas de alta genética y toros de elite. Ademas de todo esto seglin la ABCZ encontraron
una ganancia de peso diario de 1,214 kg que son superiores a las ganancias obtenidas en

otras pruebas similares con otras razas cebu de carne. (Ardila, 2010).

2.2 Componentes del Eyaculado

El eyaculado cuenta con dos componentes principales, las células germinales o
espermatozoides y el plasma seminal, que es el medio en el cual los espermatozoides se

encuentran resuspendidos (Mann y Lutwak, 1981).
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2.2.1 La célula espermatica

Los espermatozoides son células alargadas consistentes con cabeza aplanada
portadora de nucleo y una cola o flagelo que es el aparato necesario para la motilidad
celular. Estan cubiertos en su totalidad por la membrana plasmatica. El extremo anterior del
nucleo espermatico esta cubierto por el acrosoma, un delgado saco membranoso de doble
capa estrechamente adherido al nicleo durante las Ultimas etapas de la formaciéon del
espermatozoide en el testiculo. Esta estructura en forma de casquete, contiene varias
enzimas hidroliticas incluyendo proacrosina, hialuronidasa, esterasas y acidohidrolasa, que
participan en el proceso de fecundacion. Un cuello une la cabeza del espermatozoide con el
flagelo, que a su vez se subdivide en los segmentos medio, principal y caudal (Hafez, 2002)
(Figura 1).

El conducto deferente contiene el 2% de los espermatozoides, en la cola del
epididimo que es el sitio principal de almacenamiento el 70% y en los demas conductos del
sistema canicular se encuentran los restantes. La mayor parte de los espermatozoides
almacenados y no eyaculados son eliminados gradualmente mediante la orina y aquellos

gue no sufren un envejecimiento gradual hasta que degeneran y mueren (Hafez, 2002).

2.2.1.1 Estructura y funcion del espermatozoide del mamifero

Para apreciar plenamente el mecanismo de la biogénesis de los espermatozoides
(espermatogénesis y espermiogénesis), es importante revisar brevemente la estructura
subcelular y la funcidén del espermatozoide de mamiferos. El espermatozoide (Figura 1) se
compone de cabeza, pieza intermedia y la cola o flagelo. Tanto la cabeza como la cola de los
espermatozoides estan cubiertas por la membrana plasmatica o plasmalema (Bloom vy
Fawcett, 1995).

La cabeza del espermatozoide en roedores tiene forma de gancho (falciforme),
mientras que los ungulados, carnivoros y primates, estan en forma de espatula. Una
distincién importante entre espermatozoide de ungulados y roedores es la ausencia total de
un centrosoma y centriolos en los roedores, en contraposicién a una forma reducida de
centrosoma con un solo centriolo proximal en los ungulados. Como se describe a
continuacion, todos los euterios mamiferos comparten las otras caracteristicas generales de

la cabeza y la cola de los espermatozoides.
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2.2.1.2 Cabeza del espermatozoide

Progresando desde adentro hacia fuera, la cabeza del espermatozoide se compone
de un nucleo, en el cual el acido desoxirribonucleico (ADN) de nulcleo de condensacion y
enlazador histonas, han sido parcialmente reemplazado durante la espermiogénesis por
protaminas con carga positiva de ADN, proteinas que transportan la hipercondensacion del
nucleo del espermatozoide en forma compacta, forma hidrodindmica que le permitira
adquirir motilidad y tener capacidad para penetrar la zona pellcida del ovocito. (Brewer y
Corzett, 2002; Dadoune et al., 2004).

El nlicleo estd cubierto por una envoltura nuclear reducida (En), de la que los
complejos de poro nuclear (CPN) se han eliminado durante la espermiogénesis, a excepcion
de algunos elementos de red redundantes con CPN, que se encuentra en algunas especies
en la base del nicleo del espermatozoide. (Ho & Suarez, 2003). La proteccién del nlcleo de
espermatozoide se realiza por la teca perinuclear (TP), a veces se denominada “matriz
perinuclear”, la cual forma una coraza rigida compuesta de proteinas estructurales de
disulfuro amalgamado, estabilizado con varias moléculas de proteina (Oko, 1995), algunos
de estos funcionan como receptores celulares una vez notan la presencia de adenosin
trifosfato (ATP) disuelto en el citoplasma de los ovocitos al momento de la fecundacion
(Sutovsky et al., 2003).

La TP se divide en tres segmentos que reflejan los principales fragmentos de la

cabeza del espermatozoide y cumplen funciones Unicas durante fertilizacion:

El primero es una capa subacrosdmica que subyace en el segmento acrosomal de la
cabeza del espermatozoide cuya funcién es anclar el acrosoma, una vesicula derivada del
aparato de Golgi que forma una tapa en el hemisferio proximal de la cabeza del
espermatozoide que alberga proteasas y los receptores necesarios para la interaccion
espermatozoide con la zona pellcida del ovocito. Las membranas acrosomal interior y
exterior (MAI y MAE, respectivamente), otros componentes reconocidos, sostienen el interior
de una matriz acrosomal densa que contiene las proteasas necesarias para la penetracion de
la ZP en la fertilizacion (Gerton, 2002; Yoshinaga y Toshimori, 2003). El segmento
subacrosdémico se fusiona con la MAI y probablemente estabiliza las moléculas receptoras
presentes en ella que son necesarios para la unidon secundaria de la cabeza del

espermatozoide a la zona pellcida del ovocito después de la exocitosis acrosomal.
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Figura 1. Estructura del espermatozoide de los mamiferos
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Estructura del espermatozoide bajo microscopia electronica de transmision. (A) membrana
espermatica; (ES) segmento ecuatorial; (AC) acrosoma; (PAS) posacrosomal; (pm) membrana
plasmatica; (am) matriz acrosomal;, (pas-pt) vaina posterior acrosémica; (n) nucleo del
espermatozoide; (B, E) pieza intermedia; (C, F) pieza principal; (D, G) pieza de conexion; (E)
centriolo proximal; (v) bdéveda vacia; (sc) columnas estriadas; (odf) fibras densas externas; (pd)
microtUbulos periféricos; (cp) microtibulos centrales; (tr) nervios transversales; (pb) placa basal;
(SH) cabeza del espermatozoide; (CP) pieza de conexion; (MP) pieza intermedia; (PP) pieza principal;

(EP) pieza final.

En la fecundacion, la MAI sigue estando presente mientras que el MAE se pierde
durante la exocitosis acrosomal, vesiculacion inducida por la unidn del plasmalema
espermatozoides/complejo MAE a la proteina ZP3, el receptor de espermatozoides en zona

pellcida del ovocito (Figura 1).

El segundo segmento es el ecuatorial, y es un complejo plegado de PT, MAE y MA]I,
que lleva moléculas de receptores que participan en la unidn inicial de la cabeza del
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espermatozoide al huevo membrana plasmatica (oolemma) del ovocito, una vez que las
penetra el espermatozoide a través de la ZP y alcanza el espacio perivitelino, receptor
putativo de moléculas que participan en el esperma-oolemma vinculantes, como

equatorin/MN9 que estan presentes en esta region (Toshimori et al., 1992).

El tercer segmento, se crea una vaina posacrosomica (VPA) de la PT del
espermatozoide para albergar un complejo de las proteinas de sefializacién que se refiere
colectivamente como (FAEQ), o el factor de activacion esperma-ovocito (Sutovsky et al.,
2003). Después de la fusion de la cabeza del espermatozoide con el oolemma, algunas de
las moléculas se dispersan a través del FAEO ooplasma, para activar la via de sefalizacion
que conduce a la activacion de ovocitos e inicio del desarrollo del cigoto, mientras que otras
moléculas liberadas de la VPA pueden permanecer asociadas con el nicleo de esperma, ya

que se transforma en un pronucleo masculino.

2.2.1.3 Flagelo del espermatozoide

La cola de los espermatozoides o flagelo, le proporciona la capacidad de movimiento
gracias a la disposicién de los microtibulos del axonema flagelar denominada "9 + 2”. La
disposicion 9 + 2 del axonema se refiere a nueve microtlbulos periféricos, dispuestas
simétricamente en conexiones dobles por una dineina a un par central de microtubulos en la
vaina radial. Las conexiones dobles exteriores, estan en paralelo con nueve fibras densas
externas que proporcionan flexibilidad, pero firme apoyo durante el movimiento flagelar.
Topoldgicamente la cola de los espermatozoides se puede dividir en cuatro segmentos
principales que comparten una estructura comidn mas interna de microtibulos basados en
un axonema paralelo a nueve fibras densas externas, pero difieren en su subestructura
externa. Progresando desde la porcion proximal hasta el extremo distal, estos segmentos

incluyen una pieza de conexién, una intermedia, una principal y una pieza terminal.

La pieza de conexidon se compone de nueve columnas estriadas o segmentadas que
son una continuacion directa de las fibras densas exteriores en los otros segmentos
flagelares; enjaulado dentro de estas nueve columnas es la masa densa de cabeza
compacta, que, en la mayoria de los mamiferos, excepto los roedores, contiene el centriolo
del espermatozoide (proximal), un remanente del centrosoma bicentriolar encontrado en un
principio en células espermatogénicas haploides. La degradacién completa de ambos

centriolos durante espermiogénesis distingue roedores de ungulados, carnivoros y primates.
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La placa basal proporciona la conexion entre el extremo proximal de la pieza de conexion y

la fosa de la implantacion de la cabeza del espermatozoide (Saacke, 2008).

2.2.1.4 Pieza intermedia

La pieza intermedia esta cubierta por la vaina mitocondrial en forma de una hélice de
aproximadamente 75 a 100 mitocondrias espermaticas, que generan la energia para la
motilidad flagelar del espermatozoide. Cada mitocondria lleva varias copias del genoma
mitocondrial paterno; el estrés oxidativo por la maduracion y fecundacion del
espermatozoide tal vez estad relacionados con eventos mutagénicos, estas mitocondrias
paternas con el ADN mitocondrial (ADNmt) paterno parecen ser eliminadas por protedlisis

especifica en el interior del évulo fecundado (Sutovsky et al., 2004).

La pieza principal se separa de la pieza intermedia por el anillo de Jensen,
el anillo de desplazamiento de material denso se encuentra en la porcion distal de la vaina
mitocondrial. Esta pieza estd protegida por la fibrosa, compuesta por dos columnas
longitudinales que corren paralelamente a las fibras densas exteriores tres y ocho (Figura 1
D), conectado a ambos lados por una serie de nervios transversales. La vaina fibrosa
proporciona soporte al axonema del espermatozoide, las proteinas al interior de la vaina
fibrosa captan la proteina quinasa necesaria para el proceso de capacitacion espermatica y
la hiperactivacion antes de la fertilizacion (Eddy et al., 2003). La pieza terminal contiene

doble axonema y en los extremos fibras densas al exterior de la vaina fibrosa.

2.2.2 Plasma seminal (PS)

El plasma seminal no es necesario para que los espermatozoides tengan capacidad
fecundante, pero es importante para la monta natural puesto que los espermatozoides
necesitan un vehiculo para que una vez depositados en el tracto genital de la hembra

puedan llegar hasta el lugar de la fecundacidn (Senger, 2003).

Actualmente esta fuera de toda duda el valor del plasma seminal como regulador
en todos los procesos que ocurren tanto a nivel espermatico, como a nivel del tracto genital
de la hembra. Estas funciones se refieren principalmente a la nutricién, proteccion,
regulacion de la motilidad y capacitacion de los espermatozoides, reconocimiento y union

entre gametos y accion sobre el tracto genital de la hembra, en donde produce un
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incremento de las contracciones uterinas, una modulacion de la respuesta inmune y una

relajacion del istmo oviductal (Caballero, 2007).

La centrifugacion y retirada de todo el plasma seminal de un eyaculado que va a
ser refrigerado utilizando diluyentes estandar resulta en una reduccién significativa en la
motilidad de los espermatozoides del mismo. Sin embargo, la centrifugacion y retirada
parcial del plasma seminal previo a dicho almacenamiento a 5°C resulta en una mejoria en
las caracteristicas de motilidad. Esto sugiere que es esencial una baja concentracion de
plasma seminal, o el uso de un sustituto de éste adicionado a los diluyentes, para mantener
las caracteristicas de motilidad espermatica. No se describen diferencias en motilidad total ni
integridad de membrana espermatica al separar el plasma seminal de las distintas fracciones
que componen el eyaculado, por lo que podemos suponer que el PS de todas las fracciones
tiene un efecto similar sobre los espermatozoides tras almacenarlos 24 horas a 5°C (Diaz,
2014).

En las ultimas dos décadas se ha encontrado que el PS bovino contiene una
proteinas de la familia de BSP (proteinas del pasma seminal bovino) sintetizadas en las
glandulas vesiculares, aunque se encuentran en el PS de todos los mamiferos, su
concentracion varia entre especies, siendo del 65% para el toro, mientras que para el

garanon solo representa el 1,1% (Bergeron y Manjunath, 2006).

Los azucares, el inositol, o los acidos citrico y ascérbico proporcionan energia para
el metabolismo de la célula. También los aminoacidos (carnitina, taurina, hipotaurina)
proporcionan energia y protegen contra sustancias oxigeno reactivas y enzimas (proteasas,
acrosina, nucleasas, fosfatasa acida y alcalina y superoxido dismutasa) que intervendran en
la licuefaccidon seminal, penetracidon del ovocito por parte del espermatozoide, y digestion de

espermatozoides muertos y danados (Sandoval, 2005).

2.2.2.1 Componentes epididimarios

El paquete espermatico se une con las distintas sustancias que componen el
plasma seminal de forma secuencial. Se estima que aproximadamente el tiempo de
migracién epididimaria es de 10, 11, 14 y 15 dias respectivamente en el conejo, toro, cerdo
y caprino respectivamente. En este segmento, los espermatozoides sufren cierto grado de
maduracion y pueden permanecer viables durante periodos prolongados de tiempo debido a

que su motilidad y metabolismo son muy bajos. En el macho bovino, el epididimo tiene una

24



Revision Bibliogréfica

amplia capacidad de almacenaje de espermatozoides que oscila entre 20.000 y 80.000

millones lo que esta en relacion con la edad y el desarrollo testicular (Saacke, 2008).

2.2.2.2 Componentes de las glandulas sexuales accesorias

Las glandulas sexuales accesorias constituyen un pool de secreciones exocrinas que
suministran la mayor parte del plasma seminal rico en carbohidratos, sales de acido citrico,
proteinas, aminoacidos, enzimas, vitaminas hidrosolubles y sustancias minerales con un
poder tampon relativamente elevado. De aqui que el plasma seminal constituye un medio
liguido especialmente apto para el desarrollo de las funciones vitales de los
espermatozoides. Las glandulas anexas del aparato genital entran en actividad tras la
aparicion de la pubertad, tienen un desarrollo variable de acuerdo con la especie, son
palpables en parte por via rectal en animales mayores y en los machos castrados son

rudimentarias (Pérez, 2009).

Durante la eyaculacidn, los espermatozoides procedentes del epididimo entran en
contacto con las distintas secreciones provenientes de las glandulas vesicales, la prdstata y
las glandulas bulbouretrales. El conjunto de sustancias producidas por estas glandulas es
especie-especifico y altamente variable entre individuos de la misma especie, asi como entre
eyaculados de un mismo individuo, que ademas puede variar a consecuencia de diferentes
procesos patoldgicos, estacion del afio o estado fisiolédgico del animal (Pérez, 2009). Las
variaciones en la composicion del plasma seminal en los machos estan relacionadas con
diferentes indices de fertilidad (Moura et al., 2010).

En especies como equinos, rumiantes y cerdos, donde el cérvix se encuentra abierto,
la mayor parte del eyaculado se deposita en el Utero lo que unido a las contracciones del
miométrio producto de la descarga de oxitocina facilita el transporte de los espermatozoides
(Pérez, 2009).

2.3 Calidad Seminal

Se estan llevando a cabo investigaciones para identificar qué caracteristicas del
semen que influyen sobre las tasas de fertilidad de los toros. Estas caracteristicas incluyen la
capacidad del espermatozoide para unirse, penetrar y fertilizar un ovocito. También se estan
realizando investigaciones para desarrollar andlisis que determinen de manera mas precisa

la fertilidad de toros individuales. Algin dia sera posible predecir la fertilidad de toros
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individuales ya sea por muestras de semen o por muestras de ADN (Perry y Patterson,
2010).

Una evaluacion adecuada de semen para la reproduccion siempre ha sido de gran
importancia. El analisis de semen es una valiosa herramienta de diagndstico para evaluar el
estado de fertilidad del macho. Sin embargo, la prediccion del potencial de fertilidad de un
toro sobre la base de un Unico ensayo no es fiable. Parametros convencionales utilizados
para la evaluacion de semen tienen una aplicacion limitada, ya que sélo ayudan a evaluar la
integridad estructural de la célula (Neild et al., 1999) sin embargo cada espermatozoide
consiste en multiples compartimentos subcelulares con diferentes funciones, todo lo cual

debe estar intacto para una fertilizacion exitosa (Amann y Graham, 1993).

2.3.1. Estudio del volumen y concentracion espermatica

Basado en experiencias en las que se han realizado extracciones con vagina artificial
se ha podido valorar que el eyaculado de un toro joven tiene un volumen aproximado de 2
ml versus a los 4 ml que produce un toro adulto. Pruebas con electroeyaculador muestran
valores normales entre 5 y 15 ml. Con un segundo eyaculado, proporcionando 15 — 20
minutos de periodo refractario, el volumen puede incrementarse, pero esta diferencia podria

no existir en el caso de una muy buena excitacion en la primera colecta.

En general los bovinos de razas lecheras dan un mayor volumen de eyaculado que

aquellos de razas para carne (Almela, 2014).

En cuanto a la concentracion espermatica, varia en funcion de la especie, edad,
raza, estado fisioldgico, método y frecuencia de recoleccion. También influyen el estado
nutricional, la excitacion sexual, época del afio y peso vivo del animal. Los datos medios de
un eyaculado bovino oscilan entre 200 x 10° espermatozoides/ml en toros jovenes y 1,8 x

10° espermatozoides/ml en toros adultos (Hafez, 2002).

2.3.2 Estudio de la motilidad y calidad de movimiento

La motilidad espermatica se valora de forma subjetiva observando una gota de
semen diluido con un microscopio optico, y determinando el porcentaje de células moviles y
calidad de movimiento. La utilizacion de métodos computarizados como el sistema CASA
(Computer- Assisted- Sperm- Analysis), permite una valoracion totalmente objetiva,

cuantificando parametros de velocidad y cinética de movimiento (Castillo, 2012).
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La velocidad y tipo de movimiento de los espermatozoides, puede variar de un
semental a otro dependiendo de factores ambientales, método de colecta, manejo del
semen, intervalo colecta valoracién, etc. Ademas, hay que tener otros factores a la hora de
valorar la motilidad, como son las aglutinaciones: los espermatozoides tienen cargas
eléctricas negativas, razén por la cual se repelen entre si; al perder la carga negativa
tienden a agruparse (aglutinacion), debido al aumento de la acidez en el medio (Castillo,
2012).

Los espermatozoides en la luz del tibulo seminifero carecen de movimiento, ademas
conforme se alejan de las células de Sertoli todavia conservan una porcién de citoplasma, lo
que recibe el nombre de “gota citoplasmatica” (Chenoweth, 1997, citado por Barrios, 2002).
La motilidad la adquieren durante su paso por la cabeza y el cuerpo del epididimo, donde
sufren ademds importantes modificaciones bioquimicas y morfoldgicas. Este tiempo
requerido para la movilizacion de los espermatozoides por la cabeza y el cuerpo del
epididimo no se ve afectado por eyaculaciones mas frecuentes, es decir que toros que
eyaculan diariamente o tres veces a la semana mantienen un tiempo promedio de trayecto
que dura aproximadamente 2.5 dias en el toro adulto en ambos casos (Amann vy
Schanbacher, 1983, citado por Barrios, 2002).

La motilidad espermatica depende de factores enddgenos y exdgenos. La aparicion
de la movilidad esta asociada al aumento intracelular de AMP ciclico y de proteinas-kinasas
dependientes de AMP ciclico y a la disminucion de Ca™" y de calmodulina. La movilidad
progresiva esta asociada al aumento de la carnitina intracelular en los espermatozoides. No
se conocen exactamente los factores que disparan la movilidad, pero se sabe que son de
origen epididimario y que podrian hacer intervenir fosforilaciones de proteinas dependientes
de AMP ciclico, por tanto, del sistema adenilatociclasa. La movilidad espermatica es un
factor considerado actualmente de gran importancia en la biologia de la reproduccién y la
calidad del mismo ha sido relacionada a la fertilidad en humanos y en otras especies

animales (Suarez et al., 1984, citados por Vera, 2002).

La motilidad espermatica ha sido el parametro mas utilizado para valorar la calidad
de un eyaculado o de una dosis seminal, al ser esta una de las mas importantes expresiones
de la funcidon espermatica, que segun algunos autores, puede ser uno de los factores que

mejor se correlaciona con la fertilidad (Muifio et al., 2005).
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2.3.3 Estudio de la morfologia espermatica

Los resultados durante la evaluacion de la morfologia pueden ser variables, puesto
que sobre ellos influyen varios factores, desde el tipo de tincion, la forma de hacer la
extension misma de la muestra, hasta la zona de lectura de la extension en el microscopio.
Desde que se publicé un manual basado en el sistema de calificacion de (MacLeod 1970) se

intenta estandarizar e interpretar la morfologia de las células espermaticas (Castillo, 2012).

El espermatozoide es una célula alargada que en el bovino mide aproximadamente
75 um de largo y tiene una carga haploide de cromosomas (1n cromosoma). Esta formada
por tres componentes principales: cabeza, cuello y cola. La cabeza del espermatozoide
contiene el material genético y mide 8-10 ym de largo, 4-5 pym de ancho y 0.5 pm de grosor
(Mc. Donald, 1991, citado por Barrios, 2002).

Cada una de las partes del espermatozoide se ha disefiado para desempenar con
éxito las funciones que tiene encomendadas para ser fértil. Cualquier anomalia en alguna de

estas partes por tanto puede tener repercusion sobre el éxito de tales funciones.

En la morfologia espermatica pueden darse anomalias, que segin su origen se
clasifican en primarias (si se producen en el testiculo durante la espermatogénesis) o bien
secundarias (si se originan en el epididimo, durante el transporte). La designacion de
anormalidades primarias y secundarias se refiere al origen del defecto y no a la severidad
del mismo. En consecuencia, ambos tipos de anormalidades son igualmente importantes

cuando se evalla la calidad seminal.

Los espermatozoides con anormalidades primarias como defectos de cabeza y cola,
al igual que con anormalidades secundarias, la gota citoplasmatica posiblemente la mas
comun, bajaron los porcentajes de fertilidad en hembras debido a que llegan o no llegan al
ampula por la dificultad de pasar el cuello uterino, el oviducto e imposibilidad de romper la

zona pelicida del ovocito (Saacke, 2008).

2.3.4 Estudio del acrosoma

La relacion del estado del acrosoma con la fertilidad es poco importante para
algunos autores (Pursel et al., 1984), sin embargo, otros si encuentran correlaciones
positivas entre el nimero de acrosomas normales y la fertilidad, como (Galli y Bosisio 1988),

o también una relacion negativa entre el porcentaje de acrosomas alterados y el indice de
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fertilidad en un ensayo heterospérmico, como (Berger y Parker en 1989, citados por Almela,
2014).

El acrosoma contiene varias enzimas hidroliticas (acrosina, hialuronidasa, esterasas e
hidrolasas acidas) que participan activamente en el proceso de la fecundacion (Chenoweth,
1997). Valorar la membrana acrosomal nos va a permitir valorar su estado, para ello se
utilizan distintos protocolos que se reflejan en el siguiente apartado: estudio de la

membrana espermatica.

2.3.5 Estudio de la membrana espermatica

La membrana espermatica (ME) es una estructura heterogénea y dindamica que
presenta 5 dominios diferentes: acrosoma, segmento ecuatorial, regidon posacrosomal, pieza
intermedia y cola, ademas; participa en el reconocimiento y transporte de moléculas, con
funciones especificas que permiten que el espermatozoide adapte su metabolismo al medio
circundante, proporcionandole un sistema molecular para el reconocimiento del ovocito
(Hammerstedt et al., 1990, citados por Rubio et al., 2009).

De aqui deriva que, la evaluaciéon morfoldgica o estructural del espermatozoide
haga énfasis en la valoracion de la integridad de su membrana plasmatica (MP) y acrosomal
(MA), pudiendo en algunos casos evaluarlas juntas o por separado realizando tinciones
sencillas y observando con un microscopio éptico, observando mediante el uso de dptica de
contraste diferencial de interferencia o Nomarski, o utilizando microscopia electronica de
transmision o de barrido. Sin embargo, aun cuando algunas técnicas morfoldgicas proveen
informacidon veraz sobre los dafios ocurridos a la MP y MA, no siempre se asocia a la
fertilidad del toro (Bos taurus - indicus), a menos que el dafio ocasionado en los
espermatozoides de una muestra seminal sea muy notable. La integridad de la ME es
fundamental para el metabolismo espermatico e imprescindible en varios eventos
involucrados en la fecundacién, como lo son la capacitacidn, la reaccién acrosémica y la
fusidn con el ovocito, (Madrid, 2004; Rota, et al., 2000; Watson, 2000, citados por Rubio, et

al., 2009) lo cual, garantiza la fertilidad del macho reproductor.

La integridad de la membrana plasmatica y acrosomal reflejan la viabilidad
espermatica, y el proceso de criopreservacion podria afectar estas membranas ocasionando
dafnos como hinchamiento y disrupcidn de las mismas, cambios en la fluidez, alteracidon del

flujo de calcio y cambios en la actividad enzimatica que pueden inducir una capacitacion
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espermatica anticipada, viéndose afectada la fertilidad (Tartaglione y Ritta, 2004, citados

por Cabrera y Pantoja, 2012).

La prueba de resistencia osmotica (HOST*), que evalia la integridad de la
membrana espermatica y la prueba de integridad acrosomal, a través de tincion Azul de
Tripan/ Giemsa, permiten predecir con bastante confiabilidad la capacidad fértil de un toro,
toda vez que se ha encontrado correlaciones altas y positivas con la tasa de fertilidad in vivo

(Aisen y otros, 2002, citados por Cabrera y Pantoja, 2012).

2.3.6 Composicion quimica de la célula espermatica

Los principales componentes quimicos de las células espermaticas son acidos
nucleicos, proteinas y lipidos. Cerca de un tercio del peso seco de una célula espermatica
corresponde al nlcleo. La cromatina nuclear estd constituida por proporciones
aproximadamente iguales de ADN y proteina. El casquete acrosémico contiene una variedad
de enzimas. En la cola hay muchas proteinas estructurales, enzimas, asi como lipidos
(Hafez, 2002).

2.3.7 Componentes inorganicos de los espermatozoides

Los espermatozoides son ricos en fdsforo, nitrogeno y azufre. La mayor parte del
fosforo estd asociada al ADN, mientras que el azufre se deriva de proteinas nucleares

basicas, y de los componentes de la cola (Hafez, 2002).

2.3.8 Componentes bioquimicos de los espermatozoides

El ndcleo de los espermatozoides esta compuesto por cromatina condensada en la
que el ADN es estabilizado por protaminas. Los nucleos de los espermatozoides de la mayor
parte de las especies contienen solo protaminas, mientras que en otras especies contiene
cantidades variables de histona mas grandes, ricas en arginina. Estas proteinas nucleares
basicas, importantes para la condensacion y estabilizacion del ADN, son mantenidas juntas
por enlaces sulfhidrilo. Dicha variante de enlace aumenta cuando los espermatozoides pasan

al epididimo.

Durante la fecundacién los espermatozoides experimentan una reaccion acrosomal

en la cual la mayor parte del contenido acrosémico se libera o expone a través de aberturas
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creadas por fusion del plasma y membrana acrosémica externa. La hialuronidasa liberada

dispersa las células monticulares que rodean al ovocito recién ovulado.

La proacrosina es el precursor de una enzima proteolitica, la acrosina que se
piensa que ayuda a los espermatozoides que estan penetrando, a digerir un camino a través
de la zona pellcida. El segmento ecuatorial difiere del casquete acrosémico en que su
contenido no se libera durante la reaccidon acrosdémica inicial, sino que es expuesta cuando el
espermatozoide penetra en la zona pellcida. Sin embargo, los espermatozoides, pueden ser

capaces de penetrar mecanicamente en la zona pellcida por medio de su propia motilidad.

La vaina mitocondrial de los gametos masculinos, rica en fosfolipidos, varia mucho
entre especies respecto al niumero de mitocondrias y composicién bioquimica. Dichos
gametos contienen enzimas del sistema respiratorio citocromooxidasa de citocromo y la via
glucolitica. Estan presentes asimismo otras enzimas metabdlicas, incluyendo la

deshidrogenasa de lactato especifica de los espermatozoides, conocida como LDH-X.

Los nucledtidos adenina y guanina, ricos en energia son componentes importantes
de la energética espermatica, como lo son también las proteinas del axonema, tubilina y
dineina. Se ha demostrado que la dineina espermatica, que es la principal proteina en los
brazos de los microtibulos axonémicos, es una ATP asa activada por cationes divalentes
(Hafez, 2002).

2.4 Crioconservacion Espermatica

La reduccién de la temperatura por debajo de los 37°C vy, principalmente de 20°C,
induce una serie de alteraciones de naturaleza biofisica en el espermatozoide (Amann vy
Pickett, 1987). El mayor desafio para las células en el proceso de congelacidon no es resistir a
las bajas temperaturas del N, liquido, sino mantener la integridad en un rango de
temperatura, entre -15°C y -60°C, en el que se producen los mayores dafos, y que las
células experimentan en dos ocasiones, es decir, durante la congelaciéon y durante la
descongelacion. A -196°C no se producen reacciones térmicas, puesto que por debajo de -

130°C no existe agua en estado liquido (Mazur, 1984, citado por Almela, 2014).

En el toro, la dilucidn y refrigeracion a 5°C provocan edema del acrosoma en el 50%
de los espermatozoides (Andrade, 2005). La actividad respiratoria del espermatozoide
disminuye, asi como la glucolisis, lo que provoca una reduccion en los niveles de ATP vy, por
tanto, la pérdida de la motilidad. En sintesis, podemos mencionar que los dafos provocados

por el proceso de congelacidon y descongelacion son los siguientes:
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e Deshidratacion celular, que provoca un aumento de la permeabilidad no selectiva de
las membranas celulares a consecuencia de cambios en la distribucion de sus
componentes, especialmente los lipidos, y la formacion de “pliegues” en la
membrana, debido a los cambios de volumen, que pueden llegar a producir el
contacto y la eventual fusién entre membranas contiguas.

e Aumento de la concentracién de solutos intra y extracelulares, que pueden resultar
tdxicos para la célula.

e Estrechez de los canales de liquido extracelular no congelado, lo que impide la
acomodacion celular en los mismos, provocando deformacién y posibles lesiones
celulares (Holt, 2000, citado por Almela, 2014).

2.4.1 Antecedentes historicos

Tenemos que remontarnos a 1677 para encontrar los primeros estudios sobre el
espermatozoide, cuando la Real Sociedad de Londres anuncia su hallazgo de haber
encontrado células mdviles en el semen humano. 100 afios mas tarde, el cura italiano Abbe
Lazaro Spallanzani observd que el semen de humanos, potros y ranas podian conservarse
durante 30 minutos en la nieve y tras ser calentados nuevamente recuperaban su motilidad.
Mantegazza en 1866 también confirmé que el semen podia ser conservado a bajas

temperaturas.

En las distintas especies animales los protocolos de congelacidon del semen se han
ido desarrollando de manera paralela a la inseminacion artificial, a partir de los resultados
obtenidos en la especie humana; asi Chang y Walton en 1940, sugieren bajar la
temperatura al semen para bajar el metabolismo celular. Los componentes de los diluyentes
seminales también han ido evolucionando, en el afio 1939 Phillis introduce la yema de
huevo para evitar dafios en el proceso de congelacion. En aquellos tiempos se daba poca
importancia a los agentes crioprotectores, y se intentd preservar el semen con técnicas
como la vitrificacion, que es un proceso de congelaciéon tan rapida que no da opcién a la
formacion de cristales, sin embargo no fue hasta que se descubrid el uso del glicerol por
(Polge, 1952) cuando comenzaron a obtenerse resultados esperanzadores tras la
congelacion, puesto que el glicerol proporcionaba al espermatozoide las condiciones
adecuadas para que resistiera temperaturas bajo cero. Esto permitid hacer diversos
experimentos para disefiar nuevos protocolos de congelacién y que la técnica despegase
definitivamente. De hecho, el semen de varias especies se congela y utiliza con éxito en la
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IA. Sin embargo, y con excepcion de los bovidos, la utilizacion generalizada de semen

congelado no se ha extendido a otras especies domésticas (Holt, 2000).

2.4.2 Estrés oxidativo

Con la criopreservacion se busca conservar las células espermaticas, sin embargo, se
presentan algunos inconvenientes, tales como el estrés oxidativo al que se ven sometidos

los espermatozoides.

Se le llama oxidacion a todo proceso en el que existe una pérdida de electrones y
existe captacion de hidrédgeno, a la vez se llama una reduccion a la captacion electrones y
pérdida de oxigeno. Toda oxidacidn se acompana de una reduccién, que se denominan
reacciones redox; siendo de gran importancia debido a que los seres vivos aprovechan la

energia libre a partir de ellas (Villalba, 2014), pero hay que valorar que no sean excesivas.

Se define estrés oxidativo un proceso en el cual hay un aumento en la velocidad de
generacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) junto con una disminucidn del sistema
de defensa, dando como resultado una alta concentracion en estado estacionario de

especies reactivas de oxigeno (ROS) (Villalba, 2014).

Los espermatozoides espontaneamente producen diversas ROS, las especies
oxidantes tienen un papel importante en los procesos de fosforilacion de la tirosina
asociadas con la capacitacion espermatica, pero cuando estos exceden las defensas
antioxidantes de las células, ponen en alerta su capacidad fecundante (Bilaspuri et al., 2011,

citados por Tabarez, 2014).

2.4.3 Proteccion antioxidante

Diferentes compuestos son los responsables de la proteccion antioxidante en la
célula: glutathione reductasa (GSH), glutathione peroxidasa (GPx), la catalasa (CAT) y el
superoxido dismutasa (SOD), malonaldialdehydo (MDA), tal y como describen (Marti et al.
en 2003, citados por Asadpour et al., 2012).

Por otro lado, la cisteamina induce a las células a consumir la cisteina permitiendo
asi la sintesis GSH, a consecuencia de esto el ciclo de la cisteamina cumple con el papel de
mecanismo de defensa contra la formacion de las ROS (Merto, et al. 2013, citados por
Gulngor et al., 2016).
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También el Butirihidroxitulueno (BHT) hace parte de un sistema antioxidante natural
que contribuye con el mecanismo de peroxidacion lipidica en el semen (Shoae y Zamiri,
2008, citados por Asadpour et al., 2012).

En un estudio reportado por Bucak et al., en 2009 durante el desarrollo del embrion
del bovino, ovino, porcino, hamster y bufalos, se sefiala que las cisteaminas disminuyen
niveles de perdxidos de hidrégeno, igualmente observaron que la cisteamina elevaba los
porcentajes de motilidad espermatica en los espermatozoides ovinos tras la descongelacion
(Glngor et al., 2016).

Olfati et al. en 2014 evaluaron los parametros espermaticos tras la congelacion con
el uso de diferentes niveles de MDA, SOD y GPx en toros Holstein y Simmental, observando
que los medios ricos en GSH y SOD mejoraron la motilidad progresiva para la raza Holstein
(p<0,05), mientras que para la raza Simmental mejoraron la motilidad progresiva y el test
de resistencia osmética HOST (p<0,001), comparados con el grupo control. En el semen de
los toros Holstein hubo menor efecto del MDA y mayor para la actividad del GPx, comparado
con el grupo control (p<0,05). Para el semen de los toros Simmental se observd mayor
actividad del SOD comparadas con el grupo control (p<0,001). Se concluyd que la mejor
combinacion (GSH x SOD) mejora el porcentaje de los parametros espermaticos
poscongelacion, reflejado en una escasa reaccidén de peroxidacion lipidica y un aumento de

las enzimas antioxidantes.

2.5 Protedmica del Plasma Seminal

La protedmica del plasma seminal puede predecir la fertilidad del macho, puesto que
aporta informacidn sobre el contenido o ausencia de proteinas de membrana especificas que
intervienen en la fecundacidén. Para que esta tenga lugar, varios fendmenos deben ser
tenidos en cuenta: la motilidad de la célula espermatica, la capacitacion y reaccion
acrosémica y la interaccidn con la zona pellcida del ovocito. Todos ellos conllevan la fusion

de los gametos y la formacion del cigoto (Restrepo et al., 2013).

El plasma seminal (PS), una secrecion fisioldgica de multiples glandulas del tracto
reproductivo masculino, es un fluido muy complejo y es el medio natural para la maduracion
final de los espermatozoides mediante la presencia de hormonas enzimaticas y la sucesion
de eventos modificadores de la superficie (Mann y Lutwak, 1981). El enfoque protedmico del
plasma seminal es una herramienta valiosa para identificar las proteinas que juegan un

papel clave en la maduracion de los espermatozoides, su viabilidad y el proceso de
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fertilizacion. Aunque la identificacion de proteinas del PS (Moura, et al., 2010), proporciona
muchas ideas acerca de su relacion con los fendmenos bioldgicos, la mayor parte de sus
funciones exactas aun no se conocen. Proteinas asociadas a la fertilidad se describen en el
PS, asi como glicoproteinas que participan en el reconocimiento del ovocito por parte del
espermatozoide y la modulacién tanto de la capacitacion como de reaccién acrosémica

espermaticas.

2.5.1 Proteina acida del liquido seminal (aSFP)

La contribucion de las proteinas del aSFP en la respuesta a la congelacion es también
una cuestiéon de estudio en varias especies, incluyendo el toro, macho cabrio (Rebolledo et
al., 2007), el bufalo (Harshan et al., 2006) o el jabali (Casas et al., 2009). Comparando el
perfil de proteinas aSFP de toros con alta y baja congelabilidad seminal, Jobim et al. en
2004 sugirieron dicha proteina como marcador de buena congelabilidad del semen. La aSFP
es una proteina no acido glicosilada con un peso molecular de 12,9 kDa, sintetizada
principalmente por la ampolla y el epitelio de la vesicula seminal de toro en altas
concentraciones (2-7 mg / ml en PS). Moura y colaboradores en 2010, describieron también

su presencia en el liquido del epididimo.

Esta proteina no se ha detectado en otros tejidos bovinos ni en otras especies de
mamiferos, tales como la cabra, oveja, cerdo, rata, perro, incluso la especia humana,
(Einspanier et al., 1993). Presenta aproximadamente un 50% de aminoacidos con una
secuencia similar a las de los polipéptidos de la familia Spermadhesin (Einspanier, et al.,
1994), pero con diferentes caracteristicas bioldgicas, aSFP se une solo débilmente a la tapa
acrosomal de espermatozoides eyaculados bovinos y se libera cuantitativamente durante la
capacitacion in vitro (Dostalova et al., 1994, citados por Barajas, 2013). Ademas, aSFP no
posee ni hidratos de carbono ni capacidades de union a la zona pellcida del ovocito, lo que
refuerza el planteamiento de que la aSFP no esta implicada en la interaccidn entre gametos,
(Ekhlasi et al., 2008).

2.5.2 Proteinas BSP A1 / A2

Basado en el peso molecular (PM), y punto isoeléctrico (pl), la banda de proteina de
peso molecular del 15 al 17 kDa y pI entre 4,5 a 5,5 se podria pensar que corresponden las

cuales mostraron la mejor densidad dptica pueden corresponder a proteinas BSP Al / A2,

35



Revision Bibliogréfica

que desarrollan un papel muy importante en el proceso de congelacion del semen bovino.
(Jobim et al., 2004).

Las proteinas BSP Al / A2 tienen una significativa afinidad con la heparina del
plasma seminal bovino (HSP), por unirse especificamente con los fosfolipidos y la colina en
el momento de la eyaculacion, lo que le confiere la capacidad para mediar en el flujo de

colesterol y fosfolipidos (Thérien et al., 1998).

Tras la criopreservacion seminal se observa una disminucion significativa (70- 80%)
de la concentracidn de proteinas BSP, lo que indica que acontecen cambios en la membrana
de los espermatozoides durante la congelacion, lo que puede alterar las propiedades de la
membrana, dando lugar a la capacitacién prematura de los espermatozoides después de la
descongelacion (Nauc y Manjunath, 2000, citados por Mascarenhas, et al., 2009b). Por lo
tanto, se puede suponer que una mayor cantidad de esta proteina en el PS, podria dar una
mayor estabilidad de la membrana de los espermatozoides durante el proceso de

congelacion del semen.

El mecanismo de accién de las BSP en la criopreservacion de semen consiste en que,
durante la eyaculacion, las proteinas BSP secretadas por las vesiculas seminales se unen a la
membrana de los espermatozoides e inducen el eflujo de colesterol y fosfolipidos de la
membrana. Si el semen no se diluye, estd expuesto continuamente a altas concentraciones
de proteinas BSP en consecuencia la eliminacion de los lipidos es continua, resultando en
una disminucién de la capacidad de resistencia de la célula espermatica al choque térmico y

la congelacion (Manjunath et al., 2007, citados por Mascarenhas et al., 2009b).

2.5.3 Proteinas P25b (Proteinas de superficie)

La P25b es una proteina de superficie de los espermatozoides adquirida durante su
transito por el epididimo (Sullivan y Robitaille, 1989). Esta proteina se comporta como una
mediadora entre la interaccién de gametos, actuando como una molécula de unién de la
zona pelucida (Bérubé y Sullivan, 1994; Boué y otros, 1994, citados por Mascarenhas et al.,
2009b). La P25b fue considerada como un marcador de la fertilidad bovina (Parent et al.,
1999); y la infertilidad en el bovino esta asociada a bajos niveles de esta proteina. Por lo
tanto, la pérdida de proteina que se produce en el proceso de congelacién puede ser

suficiente para reducir la fertilidad de semen de bovino congelado (Lessard et al., 2000).
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2.5.4 Proteinas AFP y AFGP

Otras proteinas han surgido como quizas la perspectiva para la adicién al semen
congelado, a fin de minimizar las lesiones de la criopreservacion. Se descubrié un pez en la
Antartida que podia soportar la congelacién, hecho que se atribuye a la presencia de
proteinas especificas, las que mas tarde se denominaron proteinas anticongelantes, (De
Vries y Wohlschlag, 1969). Las proteinas anticongelantes (AFP) y glicoproteinas de
congelacion (AFGPs) protegen las células frente a la crioconservacion mediante la
modificacién de la forma de los cristales de hielo (Ishiguro y Rubinsky, 1994; Chapsky y
Rubinsky, 1997, citados por Mascarenhas et al., 2009b). Se conocen cuatro AFP diferentes:
LPFH, AFPII, AFPIII, AFPIV y también se ha identificado AFGPs, pero sdlo tres formas de
estas proteinas estan disponibles comercialmente: LPFH, AFP III y AFPGP (Mascarenhas et
al., 2009b).

Sendos estudios han demostrado el efecto positivo de la adicion de AFP en la
congelacion de semen en chimpancé (Younis et al.,1998) y ovejas (Payne et al.,1994),
puesto que proporcionaron un aumento en el porcentaje de espermatozoides moviles
después de la descongelacién. Sin embargo, en los espermatozoides de ratdn, se observd
una relacién inversa entre las concentraciones de AFP y el porcentaje de espermatozoides
vivos después de la descongelacion (Koshimoto y Mazur, 2002, citados por Mascarenhas, et
al., 2009b).

El grupo de Prathalingam en 2006 valor6 el efecto de afadir el LPFH y AFGP AFPIII a
cuatro concentraciones (0,1; 1,0; 10,0 y 100,0 pg/ml) en el diluyente para la congelacion de
semen bovino. LPFH, AFPIII y AFGP no afectaron la proporcidon de células viables ni a la
integridad del acrosoma postdescongelacion. Sin embargo, se observd un aumento de la

resistencia osmética cuando el semen se traté con LPFH de 0,1; 1,0 y 10,0 ug/ml.

2.5.6 Espermadhesinas

Las espermadhesinas pertenecen a la familia de glicoproteinas de bajo peso
molecular (12-16 kDa), y que tienen diferentes funciones, (Romero et al., 1997). Estas
proteinas se unen a la superficie del espermatozoide durante la eyaculaciéon (Sanz et al.,
1992; Topfer-Petersen et al., 1998).

Hasta la fecha, las espermadhesinas han sido identificadas en el plasma seminal
porcino: AWN, AQN-1, AQN-3 (Calvete et al., 1996), PSPI / PSP-II (Varela et al., 1997); en
el plasma seminal bovino: ASFP (Wempe et al., 1992); Z13 (Tedeschi et al., 2000); en el
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plasma seminal equino: HSP-7 (Reinert et al., 1996) y en el plasma seminal ovino:

Espermadhesina 15,5 kDa (Bergeron et al., 2005 citados por Mascarenhas et al., 2009a).

La espermadhesina Z13 es una proteina que tiene una relacion inversa con la
fertilidad, encontrandose en mayor cantidad en el fluido de las glandulas accesorias bajando
la fertilidad reproductiva del toro (Moura et al., 2006). Killian y colaboradores en 1993
mediante el uso de la misma técnica en toros Holstein, encontraron un péptido mas
abundante de bajo peso molecular en el plasma seminal en un grupo de toros infértiles, por
lo que fue llamado factor antifertilidad y mas tarde fue identificado como la espermadhesina
Z13 (Moura et al., 2006).

La espermadhesina Z13 tiene una secuencia de aminodacidos idéntica en un 50% a
la proteina acida a partir de fluido seminal bovina (aSFP) y un 43% de homologia con los
inhibidores de la motilidad de esperma (SPMI) que se encuentran en el plasma seminal de
los seres humanos, (Tedeschi, et al., 2000; Robert y Gagnon, 1996), asi como en la especie

porcina (Iwamoto, et al., 1995, citados por Mascarenhas, et al., 2009a).

También se ha comprobado que las espermadhesinas y sus agregados presentan
afinidad por la manosa, pudiendo ser las responsables de la formacion del reservorio
oviductal en la zona de la unién Utero-tubarica, ya que se ha demostrado que esta afinidad
esta correlacionada positivamente con la habilidad para interactuar con el epitelio oviductal,
(Jelinkova et al., 2004; Liberda et al., 2006). Por ultimo, las espermadhesinas AQN-1, AQN-
3, AWN vy sus agregados presentan afinidad por las cadenas de carbohidratos de la zona
pellcida, lo que sugiere que podrian estar involucradas en el reconocimiento entre gametos,
(Jonakova et al., 2000, citados por Mercado, 2011).

2.5.7 Fosfolipasa A, (PLA>)

Esta proteina del PS bovino tiene un PM de 60 kDa y pI de 5,6 Soubeyrand, et al.,
(1997), mientras que el analisis de componentes de proteinas de membrana de los
espermatozoides PLA, detecta una isoforma 16 kDa. (Rdnkkd et al., 1991, citados por Moura
et al., 2006).

La expresion de isoformas de la PLA;, en el fluido de las glandulas accesorias de
novillos Holstein también es frecuente en los toros de alta fertilidad, y parece que la

contribucion de la fertilidad de la PLA; "in vivo" es significativa (Moura et al., 2006).
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La PLA, asociada a la membrana de los espermatozoides participa en la sintesis de
acido araquidodnico cuando es activado por la progesterona, Ca++ y la proteina quinasa C.
El acido araquiddnico se convierte entonces en la prostaglandina E, ciclooxigenasa, que
induce el flujo de Ca++ a través de la membrana de los espermatozoides que resulta en la
fusidén de la membrana y la reaccion del acrosoma. La prostaglandina E, activa la fosfolipasa
A, causando posteriormente un aumento en el calcio. PLA, también participa en la
interaccidon espermatozoide con el ovocito se activa por la interaccion con la zona pellicida y

mecanismos intracelulares de segundos mensajeros (Yuan et al., 2003).

La PLA, se presenta como una enzima multifuncional y sus interacciones con la

fertilidad pueden ser resultado de varios factores (Moura et al., 2006).

2.5.8 Proteinas del choque térmico (Hsp)

Las proteinas de choque térmico (Hsp) son moléculas con propiedades altamente
conservadoras, que se expresan bajos situaciones de estrés celular en todos los organismos
vivos, desde las células procariotas hasta las células eucariotas (Lindquist, 1966; James et
al., 1997). La primera descripcion de la respuesta celular al choque térmico data de hace
mas de tres décadas en las glandulas salivales de la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), las cuales mostraron signos de inflamacién tras la exposicion al calor
(Ritossa, 1962). La identificacion del gen responsable de esta inflamacion se realizd
posteriormente y con ello surgid el término “proteinas de choque térmico” (Tissiere, et al.,
1974, citados por Sandoval, 2013).

Las Hsp se clasifican dentro de cuatro diferentes familias de acuerdo a su peso
molecular medido en kilo Dalton (kDa), mas que por sus funciones: Hsp27, Hsp60, Hsp70, y
Hsp90 kDa, (Haas et al., 1991). Recientemente, se han identificado otras de mayor peso
molecular a nivel embrionario (Hatayama et al., 1997). Las Hsp que ejercen funciones mas
importantes sobre la fisiologia reproductiva son la Hsp 60 y 70. Las familias de las Hsp 60 se
expresan de manera constitutiva o inducida por estrés celular moderado. El sitio de
expresion de las Hsp60 es la mitocondria (Jindal y otros, 1989), aunque también se expresa
en otros sitios, incluyendo la superficie celular, (Soltys y Gupta, 1996, citados por Banuelos,
et al., 2001).

Existen cuatro fases durante el proceso de espermatogénesis, que involucran
situaciones complicadas de actividad y diferenciacién celular como la proliferacion amitética

de la espermatogodnia, el desarrollo meidtico de los espermatocitos, el desarrollo post-
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meidtico de las espermatidas y la maduracion de los espermatozoos. Al tratarse de un
fendmeno tan complejo, no es sorprendente que este proceso se vea acompanado de la
expresion de diferentes tipos de Hsp (Meinhardt et al., 1999, citados por Bafuelos, et al.,
2001).

2.5.9 Osteopontina (OPN)

La osteopontina es una glicoproteina acida originalmente identificada y aislada a
partir de la matriz 6sea bovina (Franzen y Heinegard, 1985). Se identifico en las células de
Sertoli, y en el epitelio seminifero en la cola de los espermatozoides de rata (Siiteri et al.,
1995). El antisuero contra osteopontina humana y antisuero preparado contra la
osteopontina purificado de plasma seminal bovino reacciond con la proteina en el plasma
seminal y las vesiculas y ampollas de fluidos seminales, lo que lleva a la conclusiéon de que
las principales fuentes de Osteopontina son las vesiculas y ampolla seminal en el caso del

bovino (Cancelar et al., 1999 citados por Mascarenhas et al., 2009b).

Varios estudios en bovinos, con el uso de anticuerpos especificos han demostrado
gue la OPN es una de las proteinas del plasma seminal asociadas con la fertilidad. Ademas,
Henault y colaboradores en 1995 encontraron que la exposicion a los fluidos de las
glandulas sexuales accesorias de toros de alta fertilidad mejord la capacidad fecundante del
esperma de los toros de baja fertilidad. Curiosamente, el grupo de Moura en 2006
encontraron que los toros de alta fertilidad Holstein tienen mayores concentraciones de OPN
en los fluids accesorios de las glandulas sexuales que los toros de baja fertilidad, citados por
(Boccia et al., 2013).

Muchos mecanismos han sido asignados a la relacion de las OPN con la Fertilidad:
Cancelar y su grupo en 1999 mencionaron que la relacion puede ser indirecta, mediante la
proteccion de la superficie epitelial de las glandulas accesorias contra infecciones
bacterianas conferida por esta proteina (Brown et al., 1992) mencionan que se une a los
receptores de la integrina situados en la superficie del epitelio celular, y que tienen un papel
protector en infecciones bacterianas. La OPN parece estar involucrada en la adhesion celular
a través de la familia de las integrinas de los receptores (Craig et al., 1989) y los receptores
para integrina parecen tener un papel fundamental en la unién de espermatozoide ovocito,
la preimplantacién y la implantacién (Vinatier, 1995). Esto podria explicar la relacion de esta

proteina con la fertilidad.
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2.5.10 Clusterina

La Clusterina es otra proteina que ha mostrado una relacién inversa con la
fertilidad. En el ganado vacuno, las tasas positivas de inmunodeteccion de Clusterina en
espermatozoides se correlacionaron inversamente con la tasa de fecundidad (Ibrahim et al.,
2000). La Clusterina es el nombre de una glicoproteina que tiene puntos de unién a la
heparina (Pankhurst et al.,1998) y puede regular el transporte y la redistribucion de los
lipidos en suero sanguineo humano (Jenne et al.,1991). Es abundante en el higado, cerebro
y testiculos del bovino (Palmer y Christie, 1992), y en otras especies en el epididimo
(Fouchécourt et al., 2000), también se encuentra en el plasma seminal, asi como en la
superficie de la membrana de las células espermaticas del bovino y el hombre (Howes et al.,
1998). La Clusterina esta involucrada en muchos procesos fisiolégicos, incluyendo la
adhesion celular y la agregacion (Blaschuk et al., 1983) y la maduracién del esperma

(Sylvester et al., 1991 citados por Mascarenhas et al., 2009b).

2.5.11 Proteina prostaglandina D-Sintasa

La prostaglandina D, una proteina de 26 kDa, pI 6,2, se forma activamente en
diversas células y tejidos, incluyendo los 6rganos genitales de machos y hembras, (Ujihara
et al., 1988; Blodorn et al., 1996 y Gerena et al., 1998). Es la principal proteina secretada
por las células epiteliales del epididimo en muchas especies, como la ovina y equina
(Fouchécourt et al., 1999) o el ganado bovino (Gerena et al., 1998), asi como en el hombre
(Tokugawa et al.,1998). En el ganado vacuno, la PGDS también se localizd en la region
apical del acrosoma (Gerena et al., 2000, citados por Mascarenhas et al., 2009b).

A través de inmunocitoquimica, se observd la ubicacidn especifica de la
prostaglandina en el tejido intersticial del testiculo, las células de Sertoli y las células
principales de la cola del epididimo de los ratones. Esta localizacidn sugiere que esta
proteina tiene un papel importante en el proceso de desarrollo y maduracion de la célula
espermatica (Gerena, et al., 2000). Sin embargo, el papel exacto que tiene sobre los

espermatozoides todavia no es muy claro (Moura et al., 2006).

El papel de la PDGS sobre la fertilidad es contradictorio; por un lado, una mayor
expresion de las PGDS en el PS se asocia con toros Holstein adultos de alta fertilidad
evaluados "in vivo". Por otra parte, tres isoformas del fluido epididimario PGDS mostraron
mayor expresion en los toros Holstein de baja fertilidad, (Killian et al., 1993; Gerena et al.,
1998, citados por Moura et al., 2006).
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Estas observaciones estan de acuerdo con Fouchécourt, et al., en 2002, quienes
encontraron bajas concentraciones de PGDS en el semen de carneros y toros de alta
fertilidad. Una vez conocido que grandes cantidades de esta proteina, en el tracto genital
pueden afectar la funcién reproductiva, puede asumirse que dicha funcién se desarrolla

mejor cuando la concentracidn de proteina es baja.

2.5.12 Caltrina (inhibidor del transporte de Ca)

Se ha postulado que los niveles de Ca++ libre en el citoplasma se acumulan en
bajas concentraciones en espermatozoides de eyaculados frescos por la sensibilidad de la
calmodulina ATPasa dependiente de Ca++ que inhibe la capacitaciéon. La inhibicién de
calmodulina o calmodulina sensible a las ATPasas Ca++ produce un incremento en la
concentracion intracelular de Ca++, que se refleja en una mayor proporcidon de
espermatozoides capacitados (Fraser, et al., 1995). Esto sugiere que la constante circulacion
de Ca++ citoplasmatico por ATPasas-Ca++ juega un papel importante en la prevencién de
la capacitacion prematura de los espermatozoides, sin embargo, la inhibicion de los
intercambiadores de Na+/ Ca++ por un péptido de plasma seminal de 10 kDa (Caltrina)
previene los aumentos de Ca++ por los espermatozoides de bovino en eyaculados frescos,
(Rufo, et al., 1984). La proteina kinasa C (PKC) y el voltaje dependiente de los canales de
Ca++ parecen estar involucrados en los incrementos de Ca++ (Cordoba et al., 1997), a este
respecto la despolarizacion del potencial de la membrana plasmatica es un prerrequisito
para que la zona pellicida desencadene la reaccidén acrosomal (Zeng et al., 1995; Arnoult et
al., 1996, citados por Avalos, 2004).
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3.-JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los bovinos Criollos en América Latina se encuentran distribuidos en diversas
regiones y paises, en sistemas de produccion de leche y carne. Algunas de las razas bovinas
Criollas que se pueden mencionar en Colombia son: Romosinuano, Blanco Orejinegro (BON),
Hartdn del Valle (HV), Sanmartinero (SM), Costefio Con Cuernos (CCC), entre otras.

Investigaciones realizadas en la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (Corpoica Tibaitata y Corpoica La libertad) desde el afio 2008, han demostrado
que toros reproductores de las razas criollas como Sanmartinero, Romosinuano, Costeno
Con Cuernos y Blanco Orejinegro, presentan altos indices de penetracion de ovocitos /i vitro
comparados con toros de razas foraneas e introducidas como Cebu y Holstein. Aunque se
sabe del buen comportamiento reproductivo de los machos bovinos criollos, aun no se
conoce con exactitud las razones de su fertilidad superior (Rueda, 2011), sin embargo las
razas cebuinas como el Gyr lechero a pesar de tener buenos indices de produccidon en zonas
de trépico bajo, también presentan deficiencias en los eyaculados de los machos, reflejados
en la disminucion de los valores de algunos parametros espermaticos, tales como la
integridad de los acrosomas, o procesos como la capacitacién espermatica y la misma
reaccidén acrosdmica. Probablemente esto sea atribuible a la interaccion de las proteinas del

plasma seminal sobre la membrana de los espermatozoides

Debido a que las células espermaticas no poseen capacidad fecundante en el
eyaculado, si se adquiere al momento de interactuar con el tracto reproductivo de la hembra
(Swamy, 2004); algunas proteinas del PS se unen a estas células gracias a la afinidad por
los lipidos de membrana, lo que ocasiona una reconfiguraciéon en su estructura (capacitacion
espermatica), lo cual sucede al momento de la eyaculacién cuando las proteinas llamadas
BSP (Bovine Seminal Plasma), se unen a la membrana provocando este fendmeno. Dichas
proteinas son sintetizadas por las glandulas vesiculares, se conocen como BSP A1, A2 y A3,
con pesos moleculares de 15 a 15,5 kDa, (Manjunath, 1993), de igual manera incrementan
la motilidad del espermatozoide cuando se unen a su parte media (Sanchez, 2004, citados
por Rueda F. , 2011).

En los Ultimos afios se han identificado, aislado y caracterizado varias proteinas del
PS, en diversas especies como el porcino, el equino, el ovino, el bovino y el humano entre
otras. Los resultados de estos estudios sugieren que la composicion proteica del plasma

seminal es diferente entre especies y que algunas de ellas estan asociadas a la fertilidad de
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las mismas. Sin embargo, las correlaciones entre las proteinas del plasma y las variables de

calidad seminal han sido poco estudiadas.

Basados en esas investigaciones en las que se demuestra la importancia del PS en el
comportamiento de las células espermaticas en el proceso de conservacion en refrigeracion
o congelacion, se plantea entonces replicar esos estudios con la raza criolla Harton del Valle

comparando con el cebl Gyr, determinando los perfiles electroforéticos 1D SDS-PAGE.

Teniendo en cuenta este antecedente y conociendo la protedmica del PS de los toros
criollos colombianos y su influencia sobre la fisiologia normal de las células espermaticas en
los procesos reproductivos como la resistencia al choque frio, reconocimiento de la ZP del
ovocito, capacitacién y reaccion acrosémica, estariamos en condiciones de valorar la
influencia del plasma seminal de toros criollos Harton del Valle sobre los eyaculados de los

toros Cebu Gyr.

Por todo ello los objetivos que se plantean en el trabajo son:

1. Determinar los perfiles electroforéticos unidimensionales de proteinas de
plasma seminal (PS) de toros criollos HV y cebl Gyr, para establecer su posible

relacion con los parametros de calidad seminal.

2. Valorar el efecto del reemplazo de dos niveles de PS del eyaculado de toros
cebd Gyr por los mismos niveles de PS de toros criollos HV sobre dichos
parametros en los protocolos de preservacion seminal, bien en refrigeracion o en

congelacion
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4.-MATERIAL Y METODOS
4.1 Materiales

4.1.1 Material Bioldgico

Para el primer objetivo se empled semen de cuatro toros criollos de la raza criolla
Harton del Valle propiedad de la Hacienda Zanjén Hondo en el municipio de Tulug,
departamento del Valle y cinco de la raza cebu Gyr propiedad de la Ganaderia LOS PAISAS
en la ciudad de Pereira departamento de Risaralda estando ambos departamentos situados
en Colombia (Figura2). Las edades de los toros comprendian entre los 3 y los 5 afios. Se

realizaron tres extracciones a cada toro de cada raza a un ritmo de una recogida semanal.

En el caso del segundo objetivo, se trabajé con el grupo de toros criollos en la
hacienda “Zanjon Hondo”, del municipio de Tulua en el departamento del Valle - Colombia,
alli se contd con un nicleo puro de ésta raza; se utilizaron cuatro animales que cumplian los
requisitos de reproductores aptos para la investigacion. Por el lado del grupo de animales
cebu Gyr, éstos procedian de la Ganaderia “Los Paisas” area rural del municipio de Pereira -
Risaralda - Colombia, también contaba con toros puros de la raza y maximos exponentes en
ferias ganaderas en todo el pais. Ambas ganaderias tenian las mismas caracteristicas
climatoldgicas y sistemas de manejo de los animales. Los toros criollos HV y cebu Gyr
permanecian en diferentes sitios geograficos, pero con condiciones ambientales y de manejo
muy similares; los sistemas de alimentacion a base de pastoreo con pasto estrella (Cynodon
dactylon), sal y agua. Durante la fase de experimentacion los animales no tuvieron contacto

con las hembras.

Los cuatro toros criollos fueron colectados una vez por semana durante tres
semanas, cada animal se colectd dos veces el mismo dia teniendo en cuenta el periodo
refractario para garantizar un buen volumen de eyaculado para extraer evaluar y congelar
su PS. Los cinco toros cebu se colectaron igualmente una vez por semana durante tres

semanas Yy dos eyaculados.

Las colectas se realizaron por el método de electroeyaculacion (Electrojac 5)
utilizando una intensidad promedio de 17 milivoltios. Los eyaculados recogidos se mantenian
en el bafio Maria a 37°C hasta tener todas las muestras. Antes de proceder a la separacion
del PS, se hicieron los respectivos analisis espermaticos a tener en cuenta para el desarrollo
del siguiente capitulo de esta investigacion.
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Figura 2. Raza criolla Harton del Valle y Raza Cebuina Gyr

N el \ e

Fuente: El autor, (Revista EL CEBU N° 382, 2011)

4.1.2 Material Inventariable

En la Tabla 1 se describen los materiales y equipos inventariables utilizados

durante el trabajo de investigacion.

Tabla 1. Materiales y equipos inventariables

EQUIPO CASA COMERCIAL

Bafo termostatico Minitube
Centrifuga refrigerada Minitube
Cuantificador de proteinas Bio-Rad
Documentador de imagenes ChemiDoc™ MP System Bio-Rad
Electroeyaculador (electrojac 5) Minitube
Equipo de electroforesis Bio-Rad
Espectrofotémetro NANODROP (ND 1000®)
Fotdmetro Spermacue Minitube
Incubadora térmica, 4 — 60°C Minitube
Microscopio con contraste de fases Olympus
Termo N, liquido MVE

Vortex Bio-Rad

4.1.3 Material Fungible

En la Tabla 2 se detallan en orden alfabético todos los insumos utilizados en el

desarrollo de la investigacion.
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Tabla 2. Material fungible

INSUMO CASA COMERCIAL
Aceite mineral Sigma
Acido acético Merck
Acrilamida Serva.
Amfolitos (pH: 3-10) Sigma
APS Sigma
Bisacrilamida Bio-Rad.
Bromo fenol Sigma
BSA Sigma
CHAPS Sigma
Colorante Comassie Blue G-250 Merck
Diluyente comercial Andromed® Minitube
Dithiothreitol (DTT) Sigma
Dodecyl sulfato sddico (SDS) Sigma
EDTA Sigma
Enzima N-Glycosidasa F Roche
Etanol Merck
Fosfometilsulfonilfluoruro PMFS Sigma
Glicerol Sigma
Glicina Merck
Inmobildon P Millipore
Iodoacetamida Sigma
Marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Dual Bio-Rad
Color Standards
Membranas Sequi-Blot de PVDF Bio-Rad.
Metanol Merck
Sulfobetaina (SB 3-10) Sigma
Temed Sigma
Thiourea Sigma
Tira_s de_ poliacrilamida pH (3 a 10) inmovilizado (IPGs) en Bio-Rad
aceite mineral
Tributilfosfina (TBP) Sigma
TRIS Serva
Urea Sigma
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4.2 Metodologia

Para llevar a cabo el primer objetivo de este trabajo, se contd con la colaboracién de
los laboratorios de Microbiologia Molecular del Centro de Biotecnologia y Bioindustria de
CORPOICA, sede Tibaitatd en Cundinamarca, a donde fueron llevadas las muestras del PS

extraido previamente de los eyaculados de los toros a evaluar.

4.2.1 Colecta de semen

Antes de la utilizacion del electroeyaculador (Electrojac 5), utilizando una intensidad
promedio de 17 milivoltios, se procedié a la preparacion del animal, lo cual incluia: recortar
los pelos del orificio prepucial y limpiar suciedades, en caso de ser necesario lavar y secar
cuidadosamente el area. Un ayudante procedia a limpiar el recto y a estimular mediante
masaje transrectal las glandulas accesorias y, posteriormente, se introducia el electrodo

adecuado.

Se recogid la fraccion espermatica rica en espermatozoides, y se colectd utilizando
un mango adaptado a un embudo de latex conectado a su vez a un tubo graduado. Una vez
obtenida la muestra se trasladd al bafio termostatico a 37 °C para proceder a su valoracion
en fresco, y posteriormente tras la centrifugacion, necesaria para iniciar el proceso de

refrigeracion.

4.2.2 Obtencion del PS

La separacién del PS se realizd mediante centrifuga refrigerada a 4°C con una intensidad de
2500 rpm durante 7 minutos. El sobrenadante se centrifugd nuevamente en las mismas
condiciones y el nuevo sobrenadante obtenido se filtrd6 mediante una membrana Millipore 6V
de 022 pm. Al fitrado se le adiciond un inhibidor de proteasas PMSF
(phenylmethanesulphonylfluoride, 2 pl por 1 ml de PS) para impedir que las enzimas
proteasas fragmenten las proteinas del plasma seminal. Posteriormente la muestra se
guardd a -20°C hasta su uso (Figura 3).

En el caso del segundo objetivo, el plasma no fue adicionado con ningun inhibidor de
proteasas. El PS heterospérmico se almacend congelado heteroplasmico de los cuatro toros,
hasta el momento de realizar los reemplazos a 25 y 50%, previa remocion en las mismas
cantidades en los eyaculados de los toros cebuinos, como se describe en los tratamientos

siguientes.
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En la tabla 3, se muestran los tratamientos que se hicieron con retirada del 25 y 50%
del PS en los eyaculados de los toros cebu Gyr y se reemplazaron en los mismos niveles por
el de los toros criollos HV almacenados para tal fin. Se hicieron las evaluaciones de los
parametros seminales en refrigeracion a 0, 1 y 24 horas, igualmente después de la
congelacion de la siguiente manera:

Tabla 3. Descripcion de los tratamientos

Tratamiento Descripcion tratamientos aplicados
TO Eyaculado Gyr + diluyente comercial (Andromed®)
T1 Eyaculado Gyr — 25% PS + diluyente comercial
™ Eyaculado Gyr — 25% PS + 25% PS criollo + diluyente comercial
K Eyaculado Gyr — 50% PS + diluyente comercial
T4 Eyaculado Gyr — 50% PS + 50% PS criollo + diluyente comercial

Figura 3. Obtencion del plasma seminal
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4.2.3. Cuantificacion de las proteinas

Se cuantificaron 8 bandas de proteinas con pesos moleculares MW de 13, 15, 25,
38, 63, 68, 72 y 174 kDa para la raza Gyr, mientras que en el caso de la raza Harton del
Valle fueron 9 bandas de proteinas con MW 13, 15, 25, 38, 68, 72, 83, 121 y 174 kDa. Para
ello se utilizd el protocolo disefiado por Bradford en 1976. Se utilizd como reactivo el
colorante Comassie Blue G-250, sensibilidad (1-100 pg), la reaccion finaliza a los 5 minutos
y la muestra es estable para su lectura durante 1 hora. La absorbancia se leyd en un
espectrofotdmetro que mide la cantidad de luz absorbida por la muestra, en un rango de
longitud de onda de 280 nandmetros. Se realizd una curva estandar, para ello se utilizd BSA
0,5 mg/ml junto con el reactivo e incubandose durante 5 minutos. Con la curva establecida

pudimos obtener el dato de las proteinas totales presentes en el plasma seminal.

Una vez obtenidos los eyaculados y evaluados, como los datos se salian de la
curva, fue necesario realizar una dilucién 1:50. Sin embargo, en el caso de los toros HV la
absorbancia continuaba siendo demasiado elevada (413-8) y se consideré adecuado llevar

su dilucion a 1:100.

Se midié la absorbancia a una longitud de onda de 280 nandémetros, los datos se

interpolaron en la ecuacion de la recta y = mx + b, donde:
y = Abs. 280
m = pendiente
x= la concentracion de proteinas
b = ordenada al origen

El manejo de los datos arrojados por el lector se organizd para valores de
absorbancia a 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 y 800; que interpolados a la

ecuacion de la recta quedd asi:

y =00002x + 0,1674

Para este caso el (R es de 0,9982), el R? debe ser 1,0 o minimo 0,98. En el
cuadrol. aparecen los datos de cuantificacion de las proteinas del PS.
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4.2.4. Separacion de las proteinas mediante electroforesis

Las proteinas se separaron por el procedimiento de electroforesis en una
dimension (1D) SDS-PAGE segun el protocolo de Laemmli (1990).

Para efectuar el procedimiento, se realizaron geles de 7 x 8 cm, y de 1,0 mm de
grosor. Cada gel se realizd en gradiente de concentracion lineal de poliacrilamida (10% -
20%) Figura 5A. Las soluciones de poliacrilamida se prepararon a partir de una solucion
stock al 30%, en un tampdn con Tris-Base 1,38 M, EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)
0.5M y SDS (Dodecy! sulfate de sodium) 10% en agua a pH 7.0; la polimerizacién se realizé
con 0.8ul/ml de TEMED (N,N,N',N'- Tetramethylethylenediamine) y 17 pl /ml de APS
(Persulfato de amonio) al 10% Figura 5B. Para determinar el peso molecular de las bandas
de proteina, se utilizd el marcador de peso molecular Precision plus protein Estandar (Bio-

Rad ®), cuyo rango de peso es de 10 a 250 kDa. (Figura 4)

La electroforesis se realizd a 180 voltios durante 65 minutos (Figura 5C). Se usé
una solucién amortiguadora (solucion tampodn) de corrida compuesto por Tris 25 mM, Glicina
192 mM, SDS al 0,1% (pH 8,3) (Figura 5C). La tincion del gel se efecttio con azul brillante
de Comassie (1%), diluido en metanol: acido acético: agua en relacion 4,5: 1: 4,5 (Flesch y
Gadella, 2000). Los geles permanecieron en solucién de tinciébn durante 1 hora,
posteriormente se retird la solucion de tincién, y el gel se cubrid con una solucion
decolorante a base de metanol-acido acético hasta la visualizacion de las bandas de
proteina. (Figura 5).

Figura 4. Precision Plus Protein™ Dual Color Standards #1610374(Bio Rad)
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4.2.5 Captura y andlisis de las imagenes de los geles

Una vez visualizadas las bandas, se procedid a la digitalizacion de los geles
introduciéndolos en el documentador de imagenes (Molecular Imagen Gel Doc, Bio-Rad ®).
Las imagenes obtenidas se analizaron con el Software Quantity One ®, en el cual se
determina el peso molecular cada banda y mide las densidades dpticas de sus proteinas;
teniendo en cuenta esa medicidn, se estima una cantidad relativa de proteina para cada una

de ellas (Figura 6).

Figura 5. Procedimiento de la electroforesis 1D

A. Llenado de pocillos; B. Polimerizacion; C. Electroforesis a 180V; D. Solucion amortiguadora.

Figura 6. Cuantificacion de las bandas de proteinas digitalizadas
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4.2.6 Evaluacién de los parametros espermaticos

Una vez extraido el semen de cada uno de los toros se realizd la evaluacion de la
calidad seminal tanto macroscdpica como microscépicamente (volumen, color y densidad,
pH, concentracion, motilidad masal, motilidad individual progresiva, vitalidad,

morfoanomalias, integridad del acrosoma y resistencia al test osmético).

Volumen (V)

Primero se determind el volumen contenido en el tubo graduado de recoleccién,
luego con el uso de una pipeta graduada se aspird toda la muestra registrando su volumen

expresado en mililitros.

Color y densidad

El color se determind por su aspecto, el cual estuvo asociado a su calidad (entre
blanco cremoso a blanco lechoso). La densidad se determind por el grado de opacidad,
variando de denso cremoso a denso acuoso; algunos toros presentaron y semen en tono
amarillo con olor normal que se consideraron normales y asociados a la presencia de

riboflavina.

pH

Se establecid en cada eyaculado utilizando papel indicador (PANPEHA ®, Sigma
Aldrich).

Concentracidon espermatica (Ce)

Se determind la cantidad de espermatozoides para cada eyaculado mediante la
utilizacion de un fotometro Spermacue (Minitube Iberica) calibrado para bovinos, colocando
una gota de semen puro sobre la cubeta, que se rellenaba por capilaridad y se insertaba
posteriormente para su lectura. La concentracidn se expresd en Spz x 10°/ml. Los valores

fueron considerados normales para cada raza y estuvieron acordes con el color y densidad.
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Motilidad masal (Mm)

Se colocd una gota de semen puro (20 pl) sobre un portaobjetos en el microscopio
oOptico con objetivo de 10x y con platina atemperada a 37 °C. Se estimé mediante una
valoracion subjetiva del movimiento masivo de los espermatozoides, segin Evans et al.

(1990), con un rango de 0 a 5.

Motilidad individual progresiva (Mip)

Para ello, se colocd una gota de semen puro (20 pl) sobre un portaobjetos y se
cubrié con un cubreobjetos atemperado. Se valord con el objetivo de 40x. Se observé un
campo Yy se valord subjetivamente. Los espermatozoides que se movian en forma rectilinea
progresiva, siendo éstos los que atraviesan el campo de observacion, se consideraron como
motiles progresivos. Los espermatozoides que giraban en circulo o en forma oscilatoria, se
consideraron con movimientos anormales. El porcentaje que se indica es el de los

espermatozoides con movimiento rectilineo progresivo del total de espermatozoides.

Vivos y muertos (V' y M)

Se estimd la vitalidad espermatica mediante la tincién de eosina-nigrosina descrita
por Eliasson y Treichl (1971). Una muestra de semen y un volumen igual de una solucion de
eosina-nigrosina (5 % p/v de eosina amarilla, 10 % p/v de nigrosina en una solucién salina)
se depositd sobre un portaobjetos, se homogenizd la mezcla y se hicieron extensiones en
capa fina. Tras el secado al aire de la extensidn, se observaron bajo microscopia de campo
claro a 40X al menos 200 células, diferenciando aquellas que estuvieron parcial o totalmente
tefiidas de las que no permitieron el paso del colorante. El resultado se expresd como el

porcentaje de espermatozoides no tefidos.

Células normales (Cn)

Las morfoanomalias de las células espermaticas se realizaron con la misma placa de
tincion para VM, en un microscopio de contraste de fases a 100X con objetivo de
inmersién, evaluando la morfologia de al menos 200 células espermaticas. Los resultados se
expresaron en un porcentaje total que incluyd los grupos de anormalidades. Las

morfoanomalias se clasificaran de acuerdo con Howard y Pace (1988) en presencia de gota
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citoplasmica proximal, colas en latigo, colas en ovillo, otras (alteraciones de la cabeza, colas

y cabezas sueltas, colas dobles, etc.).

Acrosomas normales (An)

Para determinar el estado de los acrosomas, se utilizaron 90 pl de glutaraldehido
atemperado a 37°C, preparado para ésta prueba, a la que se le adicionaron 10 pl de semen
diluido a igual temperatura para fijar la muestra. Se observaron al menos 200
espermatozoides, clasificando como acrosomas normales aquellos que presenten
espermatozoides con bordes apicales bien definidos y nitidos en forma de semiluna oscura
(Pursel y Johnson, 1974). Los resultados se expresaron como porcentaje de acrosomas

normales.

Endosmosis (£nd)

Esta prueba se realizd tomando 90 pl de solucién hipoosmética (100 mOsm/I)
atemperada, a la que se le adicionaron 10 pl de semen diluido a la misma temperatura. La
mezcla se incubd al bafo maria a 37°C durante 15minutos; seguidamente se le agregaron
100 pl de glutaraldehido igualmente atemperado, para fijar la muestra. Una gota de la
muestra procesada y fijada se depositd en un portaobjetos y se cubrid. Las muestras se
valoraron con el objetivo 40X, contando 200 células y determinando porcentaje de

espermatozoides con reaccion de membrana (cola enrollada).

4.2.7 Congelacién de las muestras

Una vez diluida la muestra segun el tratamiento, se realizd el descenso térmico para
pasar de 37°C a 5°C en un lapso de 2 horas, seguidamente se hizo un periodo de
equilibrado de otras 2 horas. En este periodo se espera que el crioprotector empiece a

ejercer su accidn sobre las células espermaticas para protegerlas del choque frio.

A continuacién, se procedié al llenado de pajuelas de 0,5 ml (20 por cada
tratamiento) previa dilucion con el diluyente comercial Andromed® garantizando una
concentracion de 30 x 10° espermatozoides con motilidad progresiva morfoldgicamente
normales (Spz MPMN).

La congelacidn se hizo colocando las pajuelas en las rejillas de congelacion sobre

vapores a una distancia de 7 cm del nivel de nitrégeno liquido durante 10 minutos, para
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pasar luego a sumergirlas totalmente en el nitrdgeno para ser almacenadas en canastillas

dentro del termo de congelacion.

4.2.8 Evaluacion de las muestras postcongelacion

Se escogieron muestras al azar por tratamiento después de una semana de
congelacion, se les aplicd el mismo protocolo de evaluacion seminal que el descrito en el
caso del semen fresco y refrigerado para asi determinar el efecto de la remocién y adicion

de PS heterospérmico de toros criollos sobre los toros cebu tras la congelacion.

4.2.9 Analisis Estadistico

Para el andlisis de los datos resultantes de los perfiles electroforéticos
unidimensionales de proteinas de plasma seminal (PS) de toros criollos HV y ceblu Gyr, se
utilizd el paquete estadistico de SAS® (versién 9.2). Los datos obtenidos se sometieron a
una prueba de t, que permitidé establecer las diferencias estadisticas de las variables entre
razas y entre toros. De otro lado, los datos se sometieron al procedimiento de correlacion de
Pearson, para determinar la correlacion entre las variables de calidad seminal y los valores

de concentracion de las proteinas, asi como también la correlacidn entre las proteinas.

En el caso de los datos relacionados con los parametros seminales tras los
diferentes tratamientos de adicion de plasma seminal, se utilizd el paquete estadistico
SPSS19. Para la evaluacion de la calidad seminal de los toros del estudio en los distintos
momentos de preservacion se aplicd un Modelo Lineal Generalizado (GLM). En aquellos
casos en los que se observaron diferencias significativas entre las medias, se realizd ademas
una prueba de rango post hoc para clasificar los toros en funcién de los valores medios
obtenidos. Se aplicd una T Student para muestras pareadas que comparaban diferentes
variables en ambas razas, y una prueba de Levene para determinar las diferencias

estadisticas (p<0,05).

Para analizar el efecto de la adicién de plasma seminal se aplicé una T Student de
muestras pareadas, comparando tiempos de conservacién y protocolo de adicion de plasma

seminal.
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5.-Diseiio Experimental

5.1 Perfiles electroforéticos unidimensionales de proteinas de plasma seminal

En la siguiente figura queda descrito el disefio experimental que se planted para alcanzar el

primer objetivo.

Figura 7. Diseno experimental primer objetivo
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5.2 Influencia del plasma seminal sobre los parametros seminales

Al igual que el en caso del primer objetivo, en el segundo se ha seguido un disefio

experimental similar, que queda recogido en la figura 8.

Figura 8. Disefo experimental segundo objetivo
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Perfiles electroforéticos unidimensionales de proteinas de plasma seminal

Para esta primera fase se tuvieron en cuenta las variables de los parametros
espermaticos en ambas razas y en segundo lugar la cuantificacion de las proteinas por el
método Bradford de todos los toros, los mapas electroforéticos 1D de proteinas del PS, al
igual, que la correlacion de las cuantificaciones de las proteinas que presenta éste entre

toros criollos con toros cebd.

6.1.1. Evaluacidon espermatica en de las razas cebu y criollas

Se valoraron los datos de las variables espermaticas: volumen, concentracion,
motilidad masal e individual y vitalidad para cada grupo racial. Los resultados de las
variables sin hacer referencia al grupo racial teniendo en cuenta el promedio y la desviacion
estandar fueron 9,74 + 2,99 (ml) para volumen, 502,89 + 241,51 (Spz x 10° / ml) para
concentracién, 85,00 + 4,61 (%) para motilidad masal, 85,00 + 6,65 (%) para motilidad

individual progresiva y 75,11 + 4,18 (%) para vivos y muertos.

Los anteriores resultados para cada variable estan dentro de los valores promedio de
las razas cebuinas pero con diferencias entre las razas criollas evaluadas en trabajos

realizados en Corpoica por (Rueda, 2008).

También se evaluaron los parametros de calidad espermatica dentro de cada grupo
racial con la prueba estadistica ¢ de Student, la tabla 4 muestra que el semen de los toros
criollos Hartén del Valle presentan valores superiores a los toros cebU Gyr para la variable

concentracion espermatica (P<0,001).

Tabla 4. Valores promedio y desviacion estandar de los parametros de calidad seminal

de los toros de la raza cebu Gyr y criollo Harton del Valle (P < 0,001%*)

\'} Ce MM MIP VyM

RAZA Media+D.Est. Media+ D.Est. Media+D.Est. Media+D.Est. Mediaz+vD.Est.

Gyr 8.47 £ 3.18 357.60+ 203.4 82.33+ 2,58  80.00+ 3.27 73.73+£ 3.19

Hv  11.33+1.83  684.50+142.95° 8833+ 4.44 91.25+3.77  76.83% 4.75
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La concentracién espermatica superior que presentaron los toros criollos HV sobre
los cebl Gyr (P<0,0001), evidencia la posibilidad que estos poseen una mejor capacidad de
fecundar un mayor nimero de ovocitos, lo que también se refleja en mayores porcentajes
de fertilidad de las razas bovinas criollas. Esto se corrobora con estudios hechos por
Sanchez en 2009, en los que encuentra mayores valores de la concentracién espermatica en
toros criollos colombianos Sanmartinero que en los cebd, atribuyéndolo a la circunferencia
escrotal (35,5 cm vs. 36,5 cm) y la correlacién entre el nimero de espermatozoides

producidos por cm? de tejido testicular.

En la prueba de rango multiple de Duncan para la variable concentracion
espermatica, la tabla 5, agrupa las medias, las repeticiones y el toro. Los toros cebu se
enumeraron de 1 a 5 y los toros criollos siguen la secuencia de 6 a 9. Dicha tabla detalla en
orden secuencial el potencial de los toros, siendo mas relevantes las razas criollas sobre las

razas cebu.

Tabla 5. Prueba del rango multiple de Duncan para concentracion espermatica para el efecto
TORO (Gyr y Harton del Valle).

Duncan Agrupamiento Media N Toro

A 727.0%* 3 8x*

AB 707.0 3 7

AB 696.3 3 9

ABCD 607.7 3 6

ABCD 450.0 3 4

ABCD 399.7 3 2

BCD 327.7 3 5

CD 314.3 3 1

D 296.3 3 3

Segun la prueba de Duncan, el toro 8 corresponde al grupo de los toros criollos y fue
el mejor de los reproductores para la variable concentracién espermatica (A), sin embargo el

toro 3 de la raza cebu reflej6 el valor mas bajo de todos los animales evaluados (D).
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Con esta prueba se debe tener en cuenta que las medias con la misma letra no son
significativamente diferentes. Para las demas variables no hubo diferencias estadisticas
diferentes. Para las demas variables no se encontraron diferencias significativas que

merezcan incluirse en tablas y figuras.

6.1.2. Determinacién de los mapas electroforéticos 1D

Los mapas unidimensionales de las proteinas de PS de los toros cebu Gyr y criollos
HV, se obtuvieron mediante la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico o SDS-PAGE, en una dimension (1D).

En las Figuras 9 y 10, se relacionan los mapas electroforéticos 1D referenciales de las
proteinas del PS de los cinco toros Cebl, y en las figuras 6.3y 6.4 de los cuatro toros
criollos HV. En total se hicieron 27 mapas referenciales (tres por cada toro) para garantizar
la repetitividad del ensayo. Al margen derecho de la figura, se encuentra el marcador de
peso molecular (MW) expresado en kilo Dalton (kDa).

Como se observa en la Figura 9, el andlisis de la imagen de los geles
unidimensionales del PS de los tres primeros toros Cebul, permitid establecer que el toro 1
presenta 8 bandas y los demas toros cuatro bandas. Se encuentran 4 bandas de proteinas
con pesos moleculares (MW) de 15, 25, 68 y 174 kDa presentes en los tres toros
identificadas con flechas de color rojo y se les asigné como nombre el de su peso molecular
aproximado. Igualmente estan marcados con flecha de color verde las bandas de proteina

con valores de 250, 72, 38 y 13 kDa, por estar presente en todas las muestras del toro 1.

Las bandas de 15 y 25 kDa estan presentes en todos los toros (1 a 3) siendo las de
mayor porcentaje de concentracion en el plasma seminal y estan marcadas con simbolo de
color amarillo en el mapa referencial. Dichas concentraciones que se mencionan estan
expresadas en porcentaje, el programa de analizador de geles convierte las unidades de

densidad optica en valores porcentuales.

En la Figura 8, igualmente para los toros 4 y 5 de la raza cebu se pueden observar
7 bandas proteinas con MW de 72, 38 y 13 kDa para el toro 4 marcadas con flecha de color
verde, el toro 5 presenta solo 4 bandas de proteinas. Las bandas con MW de 15, 25, 68 y
174 kDa estan presentes en ambos toros y estan marcadas con flechas de color rojo, siendo
las que tienen mayor concentracion las bandas de proteina de 15 y 25 kDa marcadas con

simbolo amarillo.
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Figura 9. Mapa electroforético 1D bandas de proteinas PS Gyr (Toros 1 a 3)
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Figura 10. Mapa electroforético 1D bandas de proteinas PS Gyr (Toros 4 y 5)
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Las bandas con MW de 15, 25, 38, 68, 72, 83,121 y 174 kDa estan presentes en
ambos toros y estan marcadas con flechas de color rojo. Las bandas de proteina de 15y 25

kDa marcadas con simbolo amarillo son las que tienen mayor concentracion.

En la Figura 11, se muestran los toros criollos 6 y 7 descritos en forma inversa, se

puede observar que el toro 6 presenta 8 bandas de proteina, mientras que el toro 7
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presenta 9 bandas. Las bandas de proteina con MW de 13 kDa presentes en ese toro se

marcan con flecha de color verde.

Figura 11. Mapa electroforético 1D bandas de proteinas PS HV (Toros 6 y 7)
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Finalmente, la Figura 12, para los toros criollos 8 y 9 el mapa electroforético
referencial de las proteinas del PS, muestra 4 bandas para el toro 8 y 8 bandas para el toro
9. Se encuentran bandas de proteinas con MW de 121, 83, 72 y 38 kDa marcadas con flecha
de color verde para el toro 9. Las bandas de proteinas con MW de 174, 68, 25 y 15 kDa
marcadas con flecha de color rojo se encuentran en ambos toros, siendo las bandas de 25y
15 kDa quienes presentan la mayor concentracién de proteinas marcadas con simbolo

amarillo.

En los mapas electroforéticos referenciales 1D de las proteinas del PS se
encontraron 8 bandas de proteinas para los toros cebu y 9 para los toros criollos.

Los toros Gyr presentaron bandas con MW de 250 y 63 kDa que no estan
presentes en los toros HV, mientras que en el PS de los toros criollos se encuentran
proteinas con MV de 121 y 83 kDa que no estan presentes en los toros cebu, todos estos
valores corresponden a valores de concentracion de proteinas marcadas con flecha de color

verde en las Figuras 9 a 12.
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Figura 12. Mapa electroforético 1D bandas de proteinas PS HV (Toros 8 y 9)
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El PS de los toros Gyr presentaron bandas con MW de 250 y 63 kDa que no estan
presentes en los toros HV, mientras que en el de los toros criollos se encuentran proteinas
con MW de 121 y 83 kDa que no estan presentes en los toros cebu, todos estos valores
corresponden a valores de concentracién de proteinas marcadas con flecha verde en las

Figuras 7 a 10.

La presencia de bandas de proteinas con MW entre 15 y 25 kDa con mayor
cuantificacion en el PS para la mayoria de los toros, hace suponer que corresponden a
proteinas BSP (Bovine Seminal Plasma) teniendo en cuenta trabajos de investigacion
realizados por Thérien y colaboradores, (1998), hacen referencia a su importancia en el
proceso de congelacion del semen, por la proteccion frente choque térmico que confieren.
Hay que tener en cuenta que estas proteinas son secretadas por las vesiculas seminales y se
unen a la membrana espermatica permitiendo el flujo continuo de colesterol y fosfolipidos,
lo que a su vez después de la congelacion permite la capacitacion prematura de los
espermatozoides. Este hecho hace que nos planteemos que si el semen no se diluye esta
expuesto a altas concentraciones de proteinas BSP, lo que permitiria la eliminacidon continua

de lipidos y la menor resistencia de la célula espermatica al choque frio y la congelacion.

Se encontraron 7 bandas de proteinas en PS que estan presentes tanto en las
razas cebuinas como en las razas criollas, en su orden con un MW de 13, 15, 25, 38, 68, 72
y 174 kDa (Tabla 6).
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Solo tres bandas de concentracion de proteinas del PS entre razas (MW 38, 68 y

174 kDa) presentaron diferencias estadisticas significativas (P<0,05) (Tabla 6).

La banda con MW de 174 kDa y 9,13% de concentracion de proteinas en PS
presentd diferencia altamente significativa (P<0,0001) a favor de la raza Gyr, sin embargo
en el caso de la banda de 68 kDa con 3,60% de concentracion de proteinas la diferencia

altamente significativa (P<0,0001) se encontrd a favor de la raza criolla HV. (Tabla 6).

Por ultimo en la Tabla 7 podemos observar que solo dos bandas de proteinas del
PS cuyo MW son 83 y 121 kDa, estan presentes exclusivamente en todas las muestras de
tres de los cuatro toros de la raza criolla Harton del Valle, lo que hace suponer que no sean
moléculas propias del perfil electroforético de la raza, por lo cual se recomienda hacer otras
investigaciones con un ndmero superior de animales que permitan saber si son propias de
algunos individuos o corregir posibles errores que confirmen la exclusividad en el PS de los

toros criollos Harton del Valle.

Tabla 6. Valores de concentracion relativa y significancia de bandas de proteinas del PS

de los toros de las razas cebu Gyr y criollo Hartén del Valle (P < 0,05%, P < 0,001*%)

Banda de Proteina Concentracion relativa de proteinas (% mg)
(kDa)
Raza Cebu Gyr Raza Criolla HV Significancia (P)
250 1,63
174 9,13 4,46 0,0001*%*
121 0,56
83 0,96
72 1,98 2,10
68 1,73 3,60 0,0001%**
38 3,48 4,62 0,0048%
25 15,35 14,50
15 62,44 67,14
13 21,77 16,97

En la Tabla 6, se puede ver que las proteinas del PS de MW 15, 25, 68 y 174 kDa
las comparten todos los toros y todos los muestreos para ambas razas. Mientras que las
bandas con MW 13, 38 y 72 kDa estan presentes entre toros y entre razas, pero no con la

misma frecuencia e intensidad.
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Dentro del rango de proteinas del PS con MW entre 15 y 30 kDa segun datos de
investigaciones internacionales se pueden encontrar la familia de las BSP, mondémeros de
clusterina, espermadhesina Z13 para las razas cebu y criollo Sanmartinero, mientras que la
proteina acida del plasma seminal aSFP solo se detectaron en el Sanmartinero (Rueda,
2011), lo que puede sugerir que también se encuentre en la raza Hartdn del Valle de esta

investigacion.

Proteinas con MW entre 30 y 60 kDa entre las cuales se pueden encontrar la
clusterina y la osteopontina que son relevantes en la calidad espermatica y la fertilidad, en
este grupo de proteinas se podria ver la banda de proteina 38 kDa encontrada en las razas

estudiadas (Gyr y HV) con alta significancia en esta investigacion.

La proteina de 68 kDa encontrada para las dos razas con un alto nivel de
significancia, esta directamente asociada con toros de alta fertilidad y a efectos beneficiosos

para la congelacion. Podria estar relacionada con la osteopontina (Barajas, 2013).

Todas estas discusiones ponen de manifiesto que hace falta realizar mas
investigaciones sobre biologia molecular del semen bovino con un mayor numero de
animales y mas razas criollas que permitan fijar un estandar sobre las proporciones de
intercambio de PS para mejorar los parametros de fertilidad para semen fresco y
descongelado.

Tabla 7. Relacién entre bandas de proteinas del PS y su frecuencia de presentaciéon en

los toros de las razas cebu Gyr y criollo HV

Raza Cebu Gyr Raza Criolla HV
Banda de Proteina |  yeces que | n toros que n veces que n toros que
(kDa) presentaron presentaron presentaron presentaron
la banda la banda la banda la banda
250 3 1
174 12 4 12 4
121 9 3
83 9 3
72 6 2 9 3
68 12 4 12 4
38 6 2 9 3
25 12 4 12 4
15 12 4 12 4
13 6 2 3 1
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6.1.3. Correlaciones entre bandas de proteinas de PS y las variables de calidad seminal de

las razas Gyr y HV

Las diferentes variables de calidad espermatica estan muy relacionadas con el PS,
quien interfiere con las propiedades caracteristicas de la membrana celular entre las cuales
se puede mencionar el flujo de colesterol y fosfolipidos, reconocimiento de la zona pellcida
por parte del ovocito 6 proteccidon anticongelante, entre otras; de alli la importancia del
estudio de sus proteinas mediante la biologia molecular. Por ese motivo en esta primera
experiencia se tuvo en cuenta por un lado los parametros espermaticos de los eyaculados, y

por otro la parte protedmica del PS.

Se analizaron las variables dependientes de la calidad espermatica (volumen,
concentracion espermatica, motilidad masal, motilidad individual progresiva, y vitalidad) al
igual que la concentracion de las proteinas para las bandas mas significativas con MW 38,
68 y 174 kDa (Tabla 8) mediante el paquete estadistico de SAS® (versidén 9.2), para

correlacionar cada variable.

El andlisis de la concentracion de proteinas del PS en sus bandas con MW 174, 68
y 38 kDa y su relacion con las variables de calidad espermatica entre los toros de las razas
cebl y criollo, se tuvieron en cuenta por su importancia en la fisiologia de la célula

espermatica.

Mediante el método de Coeficientes de correlacion Pearson, entre bandas de
proteinas del PS y las variables de calidad espermatica, se pudo evidenciar que las bandas
con MW 174, 68 y 38 kDa, aunque estan presentes en los toros de ambas razas no tienen
correlacion significativa independiente (raza Gyr o raza HV), pero si presentan diferencias
significativas entre razas (efecto raza Gyr vs HV). La correlacion entre razas no presenta
diferencias estadisticas significativas para la banda de proteina con MW 38 kDa (Tabla 8). Lo
cual permite suponer la posibilidad del intercambio de PS de la raza criolla HV para mejorar

los parametros espermaticos de la raza cebuina Gyr.

Mediante dicho analisis para ambas razas, se encontré que la banda con MW de
174 kDa tiene una correlacion altamente significativa (P < 0,001, r = 0,407) con la variable

volumen y con la variable concentracion espermatica (P < 0,001, r = 0,576).

Para la banda de proteina con MW de 68 kDa se establecié que correlaciona
significativamente (P < 0,05) con la variable viabilidad (r = 0,315) y altamente significativa
(P < 0,001; r = 0,555) con las variables motilidad masal y motilidad individual progresiva (P
<0001 r=0719).
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Tabla 8. Correlacion entre bandas de proteinas del PS y variables espermaticas entre toros
de la raza Gyr y HV (P < 0,05*, P < 0,001*%*)

Correlaciones entre bandas de proteinas y variables espermaticas
Bandas de proteinas
Vv MM MIP VyM
(kDa) Ce Y
174 0,40731** | 0,57597** NS NS NS
68 NS NS 0,55509** | 0,71978** | 0,31544*
38 NS NS NS NS NS

Investigaciones realizadas sobre protedmica han permitido establecer que unas
proteinas interactUan con otras formando complejos moleculares que regulan la funcion de
otras o de ellas mismas, la extension y naturaleza de estas interacciones son importantes
para entender las vias regulatorias y metabdlicas y para la caracterizacion funcional de
muchas otras (Sanchez, 2009). El analisis de los resultados en el presente trabajo permitié
detectar diversas interacciones entre bandas de proteinas en el PS de los eyaculados entre

las razas cebu Gyr y criollos Harton del Valle.

Las diversas interacciones entre bandas de proteinas se encontraron mediante
Coeficientes de correlacién Pearson. Para la raza Gyr solo se encontrd correlacién altamente
significativa entre la banda 25 kDa (r = -0,98267) con la banda de proteina de 15 kDa, la
correlacion negativa hace suponer que existe una accion regulacion entre las dos proteinas.
(Tabla 9).

Para la raza criolla HV, igualmente solo se encontrd correlacion significativa
entre la banda 38 kDa (r = 0,80881) con la banda de proteina de 13 kDa, la correlacion

positiva hace suponer que dichas proteinas tengan efectos aditivos (Tabla 9).

Tabla 9. Correlacion entre bandas de proteinas (38 y 25 MW (kDa)) del PS de los
toros de la raza Gyry HV (P 0,05% P < 0,001*%)

Banda de Correlaciones entre bandas de proteinas
Proteina
MW(kDa) Raza Gyr Raza HV Significancia
15 13
38 NS 0,80881 0,0083*
25 -0,98267 NS 0,0004**
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Haciendo el andlisis estadistico con los datos entre toros y entre razas, se pudieron
detectar mas correlaciones entre las diferentes bandas de proteinas del PS, lo cual podria
predecir la factibilidad en beneficio de la conservacion de la célula espermatica de los toros
Gyr cuando se le incluye al eyaculado PS de la raza HV. En concordancia con lo observado
por Smith y cols., (1999) y Perez-Pé y cols., (2001), la composicidon proteica del PS varia
entre individuos y especies en relacién con la época del afio, al menos en especies de
reproduccion estacional, pero en nuestro caso también podemos observarlo entre razas de

la misma especie.

En la Tabla 10, se observan cuatro correlaciones entre bandas de proteinas del PS
para ambas razas (cebu Gyr y criollo HV). Existe una correlacion negativa de la banda de
proteina con MW 174 kDa con otras dos proteinas, las bandas de 38 kDa (r = -0,66281) y
las bandas de proteinas de 15 kDa (r = -0,60469) siendo significativa para la primera y
altamente significativa para la segunda. El tipo de correlacién indica que existe una accion

de regulacién entre las proteinas implicadas.

La tercera correlacién se establece entre la banda con MW 68 kDa (r = 0,80881) y la
banda de 121 kDa. Por ultimo podemos observar una cuarta correlacion entre la banda con
MW 25 kDa (r = 0,82778) y la banda de 83 kDa. Ambas son significativamente positivas, lo
que igualmente hace suponer la accidn aditiva de estas proteinas.

Tabla 10. Correlacion entre las distintas bandas de proteinas del PS presentes en las razas
Gyry HV (P < 0,05% P < 0,001*%).

Correlaciones entre bandas de proteinas
Bandas de proteinas 121 83 38 15
(kDa)
174 NS NS -0,66281* | -0.60469**
68 0,80881* NS NS NS
25 NS 0,82778* NS NS

Se puede afirmar con estos resultados estadisticos, que existe una alta correlacion
entre las bandas de proteinas 174 kDa con las variables espermaticas volumen vy
concentracion, mientras que estas variables correlacionan negativamente con las bandas 38
y 15 kDa.
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Por la otra parte la banda de proteina con MW 68 kDa presenta una alta correlacion
con las variables espermaticas motilidad masal, motilidad individual progresiva y vivos y
muertos, lo que sugiere una correlacion positiva con la banda de proteina de 121 kDa vy el
incremento en su concentracion puede ocasionar un efecto benéfico sobre la motilidad y

viabilidad de las células espermaticas.
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6.2. Influencia del plasma seminal sobre los parametros seminales

6.2.1 Seleccion de toros Criollos HV

La obtencién de plasma seminal utilizado para adicionar a los eyaculados de los
cinco toros cebuinos Gyr antes de ser procesados, se iba a obtener de cuatro toros criollos
Hartdn del Valle. A cada uno de ellos se les realizd tres extracciones seminales, y se
evaluaron las caracteristicas seminales de cada uno de los eyaculados de forma individual

para considerar si podian ser incluidos en la experiencia en funcion de su calidad.

En cada eyaculado se valoraron tanto parametros macroscopicos como
microscopicos. Dentro de los primeros se tuvo en cuenta el volumen y la concentracion.
Dentro de los segundos: motilidad masal e individual, vitalidad, formas normales, acrosomas

integros y enddésmosis (HOS test).

Para determinar posibles diferencias significativas entre los cuatro toros se realizd
un test Anova univariante. Se observd que entre los cuatro toros, el volumen presentaba
diferencias significativas (p<0,05), aunque no la concentracién (p>0,05) (Tablas 11 y 12).
Para clasificarlos se aplicd un Post Hoc de subconjuntos homogéneos mediante el test HSD

de Tukey, siendo el toro cuatro el que presentaba un volumen mayor.

Tabla 11.- Volumen ( /etras diferentes indican Tabla 12: Concentracidn Espermatica
diferencias significativas, p<0,05)
Media + Desviacion
TORO N Media+ Desviacion LD . tipica
Hinira
2 3 11,67+0,577° 2 3 707,00+67,550
3 3 10,67i2,309b 3 3 727,00+£118,275
4 3 13,33+1,155° 4 3 696,33+204,864
P 0,007 P 0,858

Cada eyaculado se valord en diferentes momentos: recién obtenido, a la hora, 24h
de refrigeracion y tras la descongelacion. En la Tabla 13 se recogen los datos de las
diferentes variables analizadas (motilidad masal e individual, vitalidad, formas normales,

acrosomas Yy endosmosis) en los diferentes momentos. Para reflejar la existencia o no de
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diferencias significativas y de esta forma clasificar los toros, se realizd una prueba post hoc
de subconjuntos homogéneos, que permitid su clasificacion (las diferencias son indicadas

con letras minusculas).

Analizados en conjunto todos los parametros, el toro 4 era el que peor calidad

presentaba a pesar de presentar el mayor volumen, por lo que fue descartado de la prueba.

Tabla 13. Calidad seminal toros Criollos HV (letras diferentes indican diferencias

significativas)

Fresco Refrigerado 1 h | Refrigerado 24 h | Descongelacion
Contrastacion | Toro M + D. M + D. M + D. Estandar M + D.
1 | 91,67+2,887 | 85,00+5000 | 51,67+2,887° | 63,00+3,000°
- 2 | 91,6745,774 | 81,677,638 | 71,67+2,887° 50,00+,000°
3 | 91,6745,774 | 81,677,638 | 49,33+1,528° | 60,00+8,660°
4 90,00+,000 | 83,33+2,887 | 57,67+3,055° | 56,67+2,887a"
p 0,951 0,891 0,001 0,051
1 | 78,67+1,528™ | 73,33+2,887 62,67+2,517 | 68,00+3,000°
o 2 | 72,00£2,000° | 67,33+3,055 57,332,517 | 64,33+1,155°
Vitalidad e 3302517 | 74.6744,163 | 56,6742,517 | 76,33+2,082°
4 | 74,33+4,041* | 71,67+2,517 57,00+3,000 | 66,33+4,163°
p 0,007 0,098 0,071 0,004
1 | 83,67+3,512° | 82,33+3,055° | 80,67+2,082° | 75,33+4,509°
2 | 84,67+1,528° | 82,33+2,517° | 78,33+3,055b° | 77,67+3,512°
F. Normales 5 - 5 5
3 | 88,00+2,646" | 85,33+2,517° | 72,67+4,163a° | 79,67+3,786
4 | 78,00+£2,646° | 71,33+£2,887° | 67,00+£3,606° | 67,67+4,041°
p 0,011 0,001 0,004 0,027
1 | 81,67£3,055° | 77,00£6,557° | 71,00+£2,000° | 63,67+5,132
2 | 81,67+2,082° | 73,00+3,606° | 56,67+2,517° | 66,67+3,786
Acrosomas 5 b b
3 | 87,67+1,528° | 79,67+1,528 66,33+3,055 69,33+2,887
4 | 77,33+2,082% | 60,67+2,517° | 52,33%3,512° | 58,67+4,509
p 0,004 0,002 0,001 0,065
1 | 75,33+2,517° | 71,67+2,887° | 67,33+2,517° | 64,33+4,163"
_ 2 | 70,00+3,000° | 64,67+3,512° | 62,33+2,082 | 59,67+2,082%
Endosmosis b c b c
3 | 83,33+2,082° | 70,33+1,528 59,67+3,055 72,3343,512
4 | 73,67+4,041° | 56,67+1,155% | 50,67+4,163° | 57,00+1,000°
p 0,004 0,001 0.001 0,001
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Para completar el estudio, las dosis seminales se valoraron en fresco, refrigerado
(1h y 24 h) y a la descongelacion Se realizd una T de Student, comparando la calidad
seminal en los distintos tiempos (dos a dos) independientemente de los toros para observar
si el tiempo influia sobre los diferentes parametros (Tabla 14 y 15). En la mayoria de los
tiempos comparados se observaron diferencias significativas, siendo la evaluacion en fresco
y a 1 de refrigeracién donde se presentaban los valores mas altos. Solamente la vitalidad
presentaba diferencias significativas cuando se comparaban las 24 h y la descongelacion, en
el resto de las variables no se observaron diferencias, lo que indicaria que los toros
presentaban la misma capacidad de congelacién, manteniendo unos valores altos a la

descongelacion.

Tabla 14. Comparacion calidad seminal (Motilidad progresiva y Vitalidad) en

los distintos tiempos (Fresco, 1h, 24h y descongelacion) de toros Criollos Hv

Mot Prog. Vitalidad
Tiempos | M+D.Estandar p MzD.Estandar p

91,25+3,76 76,83+4,74

F-R1 0,001 0,001
82,92+5,41 71,75+3,98
91,25+3,76 76,83+4,74

F- R24 0,001 0,001
57,58+9,34 58,42+3,42
91,25+3,76 76,83+4,74

F-D 0,001 0,001
57,42+6,50 68,75+5,34
82,92+5,41 71,75+3,98

R1-R24 0,001 0,001
57,58+9,34 58,42+3,42
57,58+9,34 58,42+3,42

R24-D 0,969 0,001
57,42+6,50 68,75+5,34
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Tabla 15. Comparacion calidad seminal (f. Normales, Acrosomas y Endosmosis) en los

distintos tiempos (Fresco, 1h, 24h y descongelacion) de toros Criollos HV

F. Normales Acrosomas Endosmosis
Tiempos | M+D.Estandar. p | MxD.Estandar. p | MxD.Estandar.. p

83,58+4,40 82,08+4,29 75,58+5,69

F-R1 0,001 0,001 0,001
80,33+6,05 72,58+8,33 65,83+6,52
83,58+4,40 82,08+4,29 75,58+5,69

F- R24 0,001 0,001 0,001
74,67+6,21 61,58+8,12 60,00+6,83
83,58+4,40 82,08+4,29 75,58+5,69

F-D 0,001 0,001 0,001
75,08+5,83 64,58+5,45 63,33+6,58
80,33+6,05 72,58+8,33 65,83+6,52

R1-R24 0,003 0,001 0,001
74,67+6,21 61,58+8,12 60,00+6,83
74,67+6,21 61,58+8,12 60,00+6,83

R24-D 0,801 0,235 0,158
75,08+5,83 64,58+5,45 63,33+6,58

Una vez que se eligieron los toros criollos, y procesados los eyaculados para
obtener el plasma seminal, se repitid el andlisis de la calidad seminal de los tres toros
seleccionados como control. El andlisis de la calidad seminal, puso de manifiesto que entre
los tres no existian diferencias significativas ( p>0,05) lo que validaba el realizar la mezcla
heterosplasmica. Se realizaron cuatro extracciones a cada toro y sus evaluaciones
correspondientes. Se hizo un Anova univariante, para conocer si existian diferencias
significativas entre ellos. Las tablas 16 y 17 recogen los valores (Mediax D. Estandar) y la
significacion (p), confirmando que los tres toros presentaban similares caracteristicas

seminales
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Tabla 16. Calidad seminal Toros Criollos HV seleccionados (V, Ce, M.Masal, M.Individual)

Calidad Toro M. £D. tipica P
1 12,00 £ 1,63
V (ml) > 1000 + 1,83 0,213
3 12,00 + 1,63
1 |681,00+ 133,6
(sz%aoﬁ) 2 | 693,75 + 193,59 0,99
3 | 678,75+ 139,38
1 |450 + 0,58
Mot. Masal 2 425 = 05 0,748
3 425 £ 05
1 | 7419 + 17,58
Mot. Individual > |7088 + 16,2 0,849
3 | 7181 £ 16,65

Tabla 17. Calidad seminal Toros Criollos HV seleccionados ( V y M, F. Normales, Acrosomas

y Endosmosis)

Calidad Toro M + D. Estandar P
1 70,00 = 7,35
VyM 2 67,81 + 8,48 0,751
3 69,00 + 8,6
1 80,63 + 5,83
Formas Normales 2 77,94 = 7,29 0,236
3 76,69 = 6,56
1 71,56 = 10,46
Acrosomas 2 70,25 £ 10,82 0,762
3 68,81 + 10,32
1 67,94 + 8
Endosmosis 2 65,25 + 9,28 0,614
3 65,38 + 8,59
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6.2.2. Evaluacion de toros Cebus Raza Gyr

Para la prueba de adicién de plasma seminal obtenido de toros criollos HV, se
eligieron cinco toros de raza cebuina Gyr y se realizaron tres extracciones seminales. La

calidad seminal media de los cinco toros queda recogida en la tabla 18.

Tabla 18: Calidad seminal de los toros Gyr

Contras_tacién N Media * D. Estandar
seminal
Volumen 15 847 + 3,18
Concentracién 15 357,60 * 203,41
Mot. Masal 15 447 + 0,52

Mot. Progresiva 15 80,00 += 3,27
Vitalidad 15 73,73 £+ 3,20

Formas.Normales 15 81,60 + 3,14
Acrosomas 15 78,00 = 3,07
Endosmosis 15 67,00 + 3,51

Con los valores medios observados, se realizd un ANOVA univariante para
determinar diferencias significativas entre toros y repeticion. Realizada la prueba inter-
sujetos a partir de las medias marginales, solamente se observd que existian diferencias
significativas en el parametro acrosomas normales (p<0,012) siendo el toro 4 quien

presentaba un mayor porcentaje de acrosomas normales con respecto a los otros cuatro.

Para determinar la existencia de diferencias entre razas (Gyr y HV), se compararon
los valores de calidad seminal entre ambas razas mediante una T Student (Tabla 19). Se
observaron diferencias significativas en volumen, concentracién, motilidad progresiva,
acrosomas y endosmosis, encontrandose siempre valores superiores en los toros de raza
criolla HV como se describe en la bibliografia, lo que justificaria el trabajo que se haya
realizado con el objetivo de mejorar la calidad de la raza Gyr.
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Tabla 19: Comparacién de los valores de calidad seminal de raza Gyr y HV

Contrastacion seminal Raza N Media = D. Estandar p
Gyr 15 8,47 + 3,18
Volumen 0,007
HV 12 11,33 £ 1,82
) Gyr 15 357,6 + 203,40
Concentracion 0,001
HV 12 684,5 + 142,95
Gyr 15 4,47 £ 0,51
M Masal 0,502
HV 12 4,33 +£0,49
Gyr 15 80 % 3,27
M.Prog 0,001
HV 12 91,25 + 3,76
. Gyr 15 73,73 £+ 3,19
Vitalidad 0,054
HV 12 76,83 * 4,74
Gyr 15 81,6 + 3,13
F.Normales 0,184
Hv 12 83,58 £ 4,40
Gyr 15 78 + 3,07
Acrosomas 0,008
HV 12 82,08 + 4,29
. Gyr 15 67 + 3,50
Endosmosis 0,001
HV 12 75,58 + 5,69

6.2.3 Adicion del plasma seminal

Una vez analizada la calidad seminal de ambas razas, se paso a la retirada (25 o
50 %) o sustitucion del plasma seminal (25 o 50 %) de los eyaculados de raza Gyr por

plasma seminal procedente de los toros de raza Criolla HV.

Para el analisis de resultados se compararon mediante una T Student lo distintos
tiempos de procesado y las concentraciones de plasma. En la Tabla 20 y 21, se recogen los
valores medios correspondientes a los valores observados manteniendo el plasma completo
de Gyr y no adicionandose plasma de Criollo HV. Se evidencia que el factor tiempos
provocaba un descenso en la calidad seminal. Para la motilidad progresiva, se observo que
los valores mayores eran en fresco, no observando diferencias entre refrigerado y
congelado. La vitalidad presentaba un comportamiento similar al igual que las formas

normales. Los acrosomas Yy la integridad de membrana presentaban, diferencias
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significativas en los diferentes momentos de comparacién, y quedaba patente que se veian

afectados por el propio procesado.

Tabla 20. Comparacién de la calidad seminal manteniendo el plasma seminal en raza Gyr
(Mot. Progresiva, Vitalidad) en los distintos tiempos
GYR Mot Progresiva Vitalidad
Procesado % M=£D.. Est. p M=£D.. Est.. p
Fresco/Refrig. 24h | 100% | 80 + 3,27\ 5oy | 73,73 3,20 | g gpy
100% [61,13 £ 5,95 54,8 + 5,51
100% 80 +£ 3,27 73,73+ 3,20
Fresco/Desc.  100% | 60,2+ 8,26 | %% |62,73+ 5,99 | 4%
. 100% |61,13 £ 5,95 54,8 + 5,51
Refrig.24h / Desc. 100% | 60,2+ 8,26 0,767 62,73+ 5,99 0,001
Tabla 21. Comparacién de la calidad seminal manteniendo el plasma seminal en raza Gyr
(F. Anormales, Acrosomas y Endosmosis) en los distintos tiempos
GYR | Formas normales Acrosomas Endosmosis
Procesado % M=£D. Est. p M=D. Est. p M=D. Est. p
100% | 81,6 + 3,14 78,0 £ 3,07 67,0 £ 3,51
preseof 0,001 0,001 0,001
eirg. 100% | 75,67 £ 3,77 64,8 = 6,84 57,27 £ 5,60
100% | 81,6 + 3,14 78,0 £ 3,07 67,0 £ 3,51
Fresco/Desc. 0,001 0,001 0,001
100% | 73,53 £ 5,04 55,2 + 4,59 58,73 + 4,17
; 100% | 75,67 £ 3,77 64,8 = 6,84 57,27 £ 5,60
Refrig.24h / 0,194 0,001 0,429
Desc. 100% | 73,53 £ 5,04 55,2 + 4,59 58,73 £ 4,17

En la Tabla 21 y 22, se compara los resultados de la refrigeracion (24 horas) en

funcion de la cantidad de plasma que se mantiene en el eyaculado y que era reemplazado.

No se observaron diferencias significativas en vitalidad en ninguna de las comparaciones; en

el resto de las pruebas (motilidad, formas normales, acrosomas y endosmosis) se vio que

existian diferencias altamente significativas. Los resultados permitian observar que la

retirada de un 25 o 50 % de los eyaculados Gyr y posterior adicion de las mismas

concentraciones de plasma seminal de toros criollos HV era perjudicial en refrigeracion a las
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24 h. Solamente las formas normales mejoraban con la adicién de plasma de raza criolla en

ambas proporciones (25 y 50 %).

Tabla 22. Comparacién de la calidad seminal adicionando (25% y 50%) de plasma seminal

en raza Gyr (Mot. Progresiva, Vitalidad) en refrigeracion.

GYR HV Mot Progresiva Vitalidad
Procesado % M= D. Est p M= D. Est p
100% 0% 61,13 £ 5,95 548 + 5,51
Refrig. 24h . : 0,001 - : 0,001
g 75% | 0% 33 £ 2,54 41,47 £ 2,30
) 100% 0% 61,13 =+ 5,95 54,8 £+ 5,51
Refrig. 24h 0,001 0,001
75% 25% 46 + 6,33 43,67 + 2,32
Refria. 24h 100% 0% 61,13 £ 5,95 0.001 54,8 + 5,51 0.001
g- 50% 0% 29,33 + 3,72 | 7 39 £+ 1,93 7
100% 0% 61,13 £ 5,95 54,8 £ 5,51
Refrig. 24h 2 2 ’ 22 10,073 ’ ' 0,001
50% 50% 58 £ 4,14 454 = 1,84

Tabla 23. Comparacién de la calidad seminal adicionando (25% y 50%) de plasma seminal

en raza Gyr (Formas Anormales, Acrosomas y Endosmosis) en refrigeracion.

GYR | HV Formas normales Acrosomas Endosmosis

Procesado| % % M+ D. Est p M=+ D, Est. p M+ D. Est p
100%| 0% |75,67 + 3,77 64,8+ 6,84 57,27 £+ 5,60

Refrig. 24h 0,112 0,001 0,001
75% | 0% 774+ 2,87 44,13 + 4,85 458+ 2,78
100%| 0% |75,67 + 3,77 64,8 + 6,84 57,27 + 5,60

Refrig. 24h 0,001 0,001 0,019
75% | 25% | 80,4+ 2,97 50,13 + 4,29 52,73+ 3,41
100%| 0% |75,67 + 3,77 64,8 + 6,84 57,27 + 5,60

Refrig. 24h 0,44 0,001 0,001
50% | 0% |74,93+ 2,60 40 £+ 4,39 414+ 3,14
100%| 0% |75,67 + 3,77 64,8 + 6,84 57,27 + 5,60

Refrig. 24h 0,001 0,001 0,023
50% | 50% | 80,6 + 3,50 48,4 = 4,53 52,53 + 4,78

Finalmente (Tablas 23 y 24), se evalud el efecto del plasma en el momento de la

descongelacion, principal motivo de este trabajo (mejorar los resultados de congelacion de

la raza Gyr). Sdlo la integridad de los acrosomas presentaba una mejoria significativa con la
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adicion tanto del 25 como del 50% de plasma seminal. En el resto de las variables no se

observd ninguna mejoria, incluida la endésmosis. No obstante, la mejoria en la integridad

de los acrosomas lleva implicita una proteccidon de los mismos, lo cual tendra reflejo en la

fertilidad de las dosis seminales, puesto que el acrosoma es fundamental para que se den

con normalidad los procesos de fecundacion.

Tabla 24. Evaluacién del efecto de la retirada de plasma seminal Gyr y/o adiciéon de plasma

seminal de raza Criolla sobre la congelacién.

GYR HV Mot Progresiva Vitalidad
Procesado % % M+ D, Est p M=+ D, Est. p

100% 0% 60,2 £ 8,26 62,73 £ 5,99
Descong. 0,001 0,001

75% 0% 40,13+ 3,89 50,87 £ 2,33

100% 0% 60,2+ 8,26 62,73 £ 5,99
Descong. 0,023 0,001

75% 25% 546+ 3,29 52,67 £ 2,09

100% 0% 60,2+ 8,26 62,73 £ 5,99
Descong. 0,001 0,001

50% 0% 40,73 £ 3,75 49,8 =+ 1,21

100% 0% 60,2 £ 8,26 62,73 £ 5,99
Descong. 0,012 0,001

50% 50% | 56,6 £ 2,03 54,13+ 2,75

Tabla 25. Evaluacion del efecto de la retirada de plasma seminal Gyr y/o adicion de plasma

seminal de raza Criolla sobre la congelacion.

GYR HV Formas normales Acrosomas Endosmosis
Procesado| % % M= D, Est. p M=+ D. Est p M+ D, Est p

100% | 0% | 73,5+ 5,04 55,2 £ 4,59 58,73 £ 4,17
Descong. 0,127 0,024 0,001

75% 0% | 758+ 2,88 59,13 + 3,83 49,87 £ 4,05

100% | 0% |73,53 £ 5,04 55,2 £ 4,59 58,73 £ 4,17
Descong. 0,003 0,001 0,257

75% | 25% |78,53 £ 3,04 63,93 £ 4,13 56,93 £ 4,50

100% | 0% |73,53 £ 5,04 55,2 £ 4,59 58,73 £ 4,17
Descong. 0,098 0,816 0,001

50% 0% |70,73+ 3,17 54,87 £ 3,25 45,27 + 4,13

100% | 0% |73,53 £ 5,04 55,2 £ 4,59 58,73 £ 4,17
Descong. 0,001 0,001 0,089

50% | 50% |79,27 £ 2,99 65,33 £ 4,94 55,8 £ 5,09
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De acuerdo a la escasa capacidad biosintética de los espermatozoides, hace que
estos necesiten desarrollar ciertos mecanismos precisos para captar del PS los componentes
necesarios para desarrollar sus funciones. El PS es el medio natural en el que se conservan
los espermatozoides, sus efectos en el mantenimiento de la motilidad y la viabilidad
espermatica siguen siendo objeto de controversia. Asi, por un lado se ha descrito que el PS
es importante en la viabilidad espermatica en toro (Baa y cols., 1983) y morueco (Asworth y
cols., 1994), lo que coincide con nuestros resultados, mientras que otros autores describen
efectos negativos de PS sobre la motilidad (De Lamirande y Gagnon, 1984) o la viabilidad
espermatica (Garcia y Graham, 1987) no observado en este trabajo, donde el
mantenimiento del plasma (100%) resulta mas beneficioso que su retirada parcial y/o
sustitucion del plasma seminal. Con respecto a su influencia en la fertilidad, los resultados
son igualmente contradictorios. Algunos autores consideran que en algunas especies la
fertilidad aumenta tras la adicién de componentes del PS (ratdn, conejo, rata). En la especie
ovina, la adicion de PS al diluyente utilizado en la IA parece producir un efecto beneficioso
(Maxwell y cols., 1999; Belibasaki y cols., 2000), datos que no se pueden contrastar ya que

no se realizaron pruebas de fertilidad /7 vivo en este trabajo.

Los porcentajes de motilidad espermatica no fueron mas elevados con los distintos
tratamientos, lo que no coincidiria con los alcanzados por espermatozoides humanos
criopreservados en diluyentes que contenian PS en voliumenes de 50-75%, en comparacion
con muestras que contenian 0-25% de PS (Ben y cols., 1997). Moore y cols., (2005)
observaron que la incubacidon de espermatozoides equinos con 5% de PS resultd en mayores
porcentajes de motilidad espermatica después de la criopreservacion que cuando fueron
incubados con un 20% se PS durante un minimo de 2 horas antes de la congelacion. Esto
demuestra que el SP es perjudicial para la criosupervivencia espermatica, cuando los
espermatozoides son incubados con niveles superiores al 20% de PS durante largo periodos
antes de la congelacién como seria lo ocurrido en nuestro trabajo, que se mantuvieron en

refrigeracion 24 horas.

Similarmente, una variabilidad individual en el PS se ha visto que tiene un papel
importante en la motilidad de los espermatozoides tras su transporte refrigerado (Brinsko y
cols., 2000; Dawson y cols., 2000).

Posiblemente los bajos valores de las variables concuerdan con las afirmaciones de
(Holt, 2000) en el proceso de dilucién y descenso de la temperatura de 37 a 5°C, las
membranas de las células espermaticas sufren edema casi en un 50%, deshidratacion

celular, cambios en la distribucion de los lipidos, fusion con otras células contiguas,
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incremento en la concentracion de solutos intra y extracelular que pueden resultar toxicos a
las células, entre otras. Es muy comun luego de la colecta del semen, enfriarlo desde 37 a
50C gradualmente en 1,5 a 2 horas y luego hacer un equilibrado durante 3 a 24 horas a 59,
Frijters y colaboradores en 2003 (citados por Almela, 2014) demostraron resultados
favorables a favor del porcentaje de acrosomas normales y vitalidad con un equilibrado de 9
y 16 horas respectivamente, en comparacion con periodos de equilibrado mas cortos, esto

podria explicar la alta tasa de degeneracion celular durante esta investigacion.

Finalmente, cabe mencionar que la pérdida de vitalidad y motilidad espermaticas
no indican una total reduccién de la fertilidad del semen congelado, pero puede haber una
pérdida parcial de proteinas de membrana de las células espermaticas necesarias para la
fertilizacion (Lessard et al.,, 2000). Ademas, tal como indican diferentes autores la
criopreservacion puede causar cambios en el estado de la membrana funcionalmente
equivalentes a la capacitacion, tanto en espermatozoides de ratén (Fuller y Whittingham
1997), verraco (Maxwell y Johnson 1997) y morueco (Gillan y cols., 1997). Esta prematura
capacitacion puede deberse a la pérdida de lipidos de la membrana durante la congelacion y
descongelacion (Watson, 1995), asi como por la pérdida de factores descapacitantes que
son apartados con el PS después de la centrifugacion. La separacion del PS se ha
identificado como inductora de la capacitacion en espermatozoides humanos (Gould y cols.,
1984; Lambert y cols., 1985) y de ratén (Chang, 1957). También se ha demostrado que el
PS limita el desarrollo de la capacitacion post-descongelacion en los espermatozoides ovinos
(Maxwell y cols., 1999). Estos resultados demuestran que los dafios funcionales de los
espermatozoides durante la criopreservacion pueden ser evitados mediante la adicion de PS,
probablemente a través del efecto de descapacitacion combinado con la mejora en el
transporte espermatico. Los datos obtenidos por El-Hajj Ghaoui y cols. (2006), sugieren que
la mayoria de los componentes proteicos del PS ovino se encuentran en la fraccién libre de
vesiculas del PS y que pueden ofrecer los efectos beneficiosos sefialados por Maxwell y
cols., (1999). En nuestro caso, se ha puesto en evidencia, que la adiciéon de un 25 050 % de
PS, tras la retirada de la misma cantidad de PS, ofrecia un efecto beneficioso en la
integridad acrosomal post descongelacién lo que estaria en concordancia con lo observado

por estos autores.
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7. RECOMENDACIONES

Vistos los resultados y valorando que algunos partes no mostraron los resultados
satisfactorios con las expectativas esperadas, se propone realizar el andlisis
bidimensional tanto del PS como de la membrana espermatica, que permita

identificar los puntos de proteina en forma mas concisa.

Se deberian realizar nuevos trabajos de investigacion con las mismas razas y un
mayor nimero de animales y muestreos que permitan confirmar la frecuencia de

presentacion de las bandas de proteina.

Teniendo en cuenta que en las proteinas encontradas con MW entre 15 y 30 kDa se
encuentran las BSP, y que estas tienen que ver con el movimiento de colesterol y
fosfolipidos de la célula espermatica, se recomienda diluir rapidamente el semen

para evitar efectos negativos durante para el proceso de congelacion.

Teniendo en cuenta que la adicion de PS del toro criollo no afectd la variable
vitalidad, durante la refrigeracion a 24 horas, se deberia hacerlas a unas dosis
menores del 25% y por un tiempo superior a 24 horas, mediante un equilibrado de
la temperatura de 16 horas a 5°C (Frijters y otros 2003) antes de la inclusidon del PS,

con el fin comprobar la conservacion del acrosoma de los eyaculados de toros Gyr.

En vista que a la congelacién con niveles de 25 y 50% de plasma seminal de toros
criollos sobre los toros Gyr, seria conveniente investigar reemplazando el 100% y
con un tiempo de equilibrado del semen como se describid anteriormente, con el fin
de mejorar todos los parametros espermaticos de un semen con capacidad

fecundante.

Tal como se demostré en la primera experiencia, una de las proteinas del PS mas
abundante es la ABP, la cual esta involucrada en el flujo de colesterol y fosfolipidos
de membrana (Barbas y Mascarenhas, 2009). El semen deberia tener una dilucién
previa, con el fin de reducir ésta, evitandose el posible debilitamiento de la
membrana espermatica, que la hace debil al choque térmico afectando

negativamente los parametros espermaticos.
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8. CONCLUSIONES

1. La determinacidon de los perfiles electroforéticos 1D en el PS de los toros cebu Gyr y
criollo HV, permitié generar los mapas con bandas de proteinas con su concentracion y MW.

Los toros Gyr presentaron 8 bandas y los HV 9 bandas.

2. Se encontraron correlaciones positivas significativas entre las bandas de proteinas con
MW 174 y 68 kDa y algunos parametros espermaticos. Los parametros volumen vy
concentracion espermatica se correlacionaron con la primera banda (174 kDa), mientras que

la vitalidad y motilidad fueron correlacionadas con la segunda (68 kDa).

3. Las bandas de proteinas encontradas tanto para la raza cebu Gyr como para la raza
criolla HV, se correlacionaron de forma independiente, siendo para la raza Gyr la correlacion
entre la banda 25 con la banda de proteina de 15 kDa y para la raza criolla HV entre la

banda 38 con la banda de proteina de 13 kDa.

4. La correlacion de las proteinas del PS entre razas arrojo que la banda de 174 kDa tiene
una correlaciéon negativa con la banda 15 y con la banda 38 kDa. Se presentd correlacion
positiva entre la banda 38 con la banda 121 kDa y la banda 25 con la banda de proteina de
83 kDa.

5. La eliminacién vy restitucién de plasma seminal (PS) a los eyaculados de toros de raza
Gyr por los toros criollos HV, en 25 y 50%, mostraron un efecto negativo sobre la motilidad,
formas normales, acrosomas normales y la endosmosis, durante la refrigeracion por 24

horas, que puede atribuirse a un indebido equilibrado de la temperatura.

6. Los eyaculados de los toros Gyr adicionados con PS de los toros criollos a razén de 25 y
50%, presentaron valores aceptables a la descongelacién para la variable espermatica
acrosomas normales, posiblemente atribuible a la presencia de proteinas del PS contenidas
en los eyaculados de los toros criollos como factores de proteccién de membrana al choque

térmico.
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9. RESUMEN

Los bovinos criollos colombianos Hartén del Valle considerados criollos caucanos se
han caracterizado por ser animales de alta fertilidad con intervalos entre partos de 365-390
dias y una tasa de natalidad superior al 90%. Igualmente se destacan por una gran
precocidad alcanzando su pubertad a los 12 meses, la edad al primer servicio a los 22 meses
y la edad al primer parto a los 32 meses. La precocidad del Hartén del Valle se ha visto
reflejada también en pesos de destete de 180-200 kg a los 8 meses de edad. Si se les
continlia con un sistema de manejo y alimentacion adecuada alcanzan desarrollos y pesos
significativos de 280 kilos en las hembras y 300 kilos en los machos a los 18 meses de edad,
todo depende de las condiciones de manejo que aplique el productor para lograr alcanzar

las metas satisfactorias.

Una de las razas cebu mas nombradas en Colombia en los ultimos afos es la Gyr,
cuya capacidad de adaptabilidad a climas adversos la convierten en la de mayor potencial
para la produccion de leche en el trépico bajo del pais. En el trdpico la raza Gyr es de gran
importancia en la industria lechera y es utilizada para generar la raza sintética Gyrolando
(5/8 Holstein: 3/8 Gyr) con el propdsito de tener animales con alta produccidn, tolerancia al
calor y parasitos, (Ardila, 2010).

Asocebl (Asociacion colombiana de criadores de ganado cebu), sefiala que en el
territorio nacional predominan las zonas calidas y en esa situacién no todos los animales
soportan forrajes de inferior calidad y las altas temperaturas. Pero la cebuina se adapta a las
condiciones climaticas del pais en general, y por eso “ha sido seleccionada para mejorar la

produccion de leche con gran potencial en el tropico bajo”.

La raza Gyr puede vivir en zonas altas, pero se ha desplazado a zonas por debajo de
los 2.000 metros sobre el nivel del mar donde se ha descubierto que puede producir hasta
20 litros de leche al dia con 4.0 % en grasa y 3.5 % en proteina. Con estos sdlidos la leche
de la Gyr se puede usar para el consumo como un producto fresco o para la fabricacién de

derivados.

La finalidad del presente trabajo consistid en la determinacion de los perfiles
electroforéticos 1D SDS-PAGE, de las proteinas del plasma seminal (PS) de toros criollos
Hartdn del Valle y cebu Gyr, para establecer las correlaciones con las variables de calidad
seminal para de ésta manera corroborar la existencia de algunas proteinas del PS presentes
en la raza criolla y no en la raza Gyr, que son indispensables para la membrana espermatica

frente al choque frio.
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Se trabajé con 9 toros (4 toros criollos y 5 toros Gyr), a los cuales se les colecto el
semen mediante electroeyaculaciéon, con una pauta de un dia por semana durante tres
semanas. A cada uno de ellos se le realizaron tres recogidas. Cada uno de los eyaculados
fue contrastado para determinar la calidad seminal, determinando concentracion
espermatica, motilidad, viabilidad, células normales, integridad acrosdémica y de membranas.
Para la determinacién de las proteinas del plasma seminal, éste se obtuvo por centrifugacion
refrigerada, a continuacion, se le adiciond inhibidor de proteasas (PMSF), para finalmente
ser congelado a -20°C hasta el momento de su utilizaciéon. Las proteinas del plasma se

separaron por electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE.

La concentracion espermatica superior que presentaron los toros criollos HV sobre los
cebu Gyr (P<0,0001), evidencia la posibilidad que estos poseen una mayor capacidad para
fecundar un mayor nimero de ovocitos, lo que también se refleja en mayores porcentajes
de fertilidad de las razas bovinas criollas. En los mapas electroforéticos referenciales 1D de
las proteinas del PS se encontraron 8 bandas de proteinas para los toros cebl y 9 para los

toros criollos.

Obtenidas las muestras, pasamos a valorar la incorporacion del PS de cuatro toros
criollos Hartdn del Valle en los eyaculados de cinco toros cebu Gyr lechero, para ello cada
eyaculado se fraccion6 en 3 alicuotas, sometidas a distintos tratamientos: control con su
propio plasma seminal, retirada y adicion del 25% y del 50% de PS respectivamente. La
calidad seminal del control y de cada uno de los tratamientos fue valorada tanto en
refrigeracion a 1 y 24 horas, como después de la congelacion. Se observd que entre los

cuatro toros el volumen presentaba diferencias significativas (p<0,05).

Comparando la calidad seminal en los distintos tiempos se observaron diferencias
significativas, siendo la evaluacion en fresco y a 1h de refrigeracion donde se presentaban
los valores mas altos. Solamente la vitalidad presentaba diferencias significativas (p<0,05)
cuando se comparaban las 24 h y la descongelacion, en el resto de las variables no se
observaron diferencias, lo que indicaria que los toros presentaban la misma capacidad de

congelacion, manteniendo unos valores altos a la descongelacion.

Se observaron diferencias significativas (p<0,05) en volumen, concentracion,
motilidad progresiva, acrosomas y endosmosis, encontrandose siempre valores superiores
en los toros de raza criolla como se describe en la bibliografia, lo que justificaria que el
trabajo se haya realizado con el objetivo de mejorar la calidad de la raza Gyr.
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Se hallaron los valores medios correspondientes a los valores observados
manteniendo el plasma completo de Gyr y no adicionandose plasma de criollo. Se evidencia
que el factor tiempos provocaba un descenso en la calidad seminal. Para la motilidad
progresiva, se observo que los valores mayores eran en fresco, no observando diferencias
entre refrigerado y congelado. La vitalidad presentaba un comportamiento similar al igual
que las formas normales. Los acrosomas y la integridad de membrana presentaban,
diferencias significativas (p<0,05) en los diferentes momentos de comparacion, y quedaba

patente que se veian afectados por el propio procesado.

Los resultados de la refrigeracion (24 horas) para motilidad, formas normales,
acrosomas Yy endosmosis vimos que existian diferencias altamente significativas (p<0,001).
Los resultados permiten observar que la retirada de un 25 o 50 % de los eyaculados Gyr y
posterior adicion de las mismas concentraciones de plasma HV era perjudicial en
refrigeracion a las 24 h. Solamente las formas normales mejoraban con la adicién de PS de

raza criolla en ambas proporciones (25 y 50 %).

Finalmente, se evalu6 el efecto del plasma en el momento de la descongelacién,
principal motivo de este trabajo. Sdlo la integridad de los acrosomas presentaba una mejoria
significativa con la adicion tanto del 25 como del 50% de PS. En el resto de las variables no
se observd ninguna mejoria, incluida la endésmosis. No obstante, la mejoria en la
integridad de los acrosomas lleva implicita una proteccién de los mismos, lo cual tendra
reflejo en la fertilidad de las dosis seminales, puesto que el acrosoma es fundamental

para que se den con normalidad los procesos de fecundacion.
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10. SUMMARY

The Colombian creole cattle “Harton del Valle” considered "criollos caucanos", have
been characterized as high fertility animals with birth intervals between 365-390 days and a
birth rate over 90%. They are also noted for a great precocity, reaching their puberty at 12
months, age at first service at 22 months and age of first birth at 32 months. The precocity
of "Hartdén del Valle" has also been reflected in weaning weights of 180-200 kg at 8 months
of age. If they are continued with a system of management and adequate food could reach
significant developments and get weights of 280 kilos in females and 300 kilos in males at
18 months of age, everything depends on the management conditions applied by the

producer to achieve satisfactory goals.

One of the most named zebu breeds in Colombia in recent years is the Gyr, whose
adaptability to adverse climates makes it the one with the greatest potential for milk

production in the low tropics of the country.

Specialized milk production is concentrated in temperate and cold climates, especially
in Antioquia and Cundinamarca. However, dual-purpose breeds have played an important
role in generating a quality dairy. The Gyr is one of them and has been used by Colombian
farmers, who have even crossed with Holstein, which has resulted in Gyrolando, which has

increased milk production by milking.

Asocebl (Asociaciéon Colombiana de Criadores de Ganado Cebu: Cebu Cattle
Breeders Association), says that in the national territory the warm zones predominate and in
that situation not all the animal support inferior quality fodder and the high temperatures.
Nevertheless, the cebuina adapts to the country climatic conditions in general, and for that
reason "it has been selected to improve the milk production with great potential in the low

tropic".

The Gyr breed can live in highlands but has moved to areas below 2,000 meters
above sea level where it has been discovered that it can produce up to 20 liters of milk per
day with 4.0% fat and 3.5% protein. With these solids, the milk of the Gyr can be used for

consumption as a fresh product or for the manufacture of derivatives.

The purpose of the present work was to determine the electrophoretic 1D SDS-PAGE
profiles of seminal plasma (SP) proteins from "Harton del Valle" and Zebu Gyr, to establish

correlations with seminal quality variables in order to corroborate the existence of some PS
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proteins present in the Creole breed and not in the Gyr breed, which are indispensable for

the sperm membrane against cold shock.

It was worked with 9 bulls (4 native bulls and 5 Gyr bulls), to which the semen was
collected by electroejaculation, with a pattern of one day per week for three weeks. To each
of them three collections were made to him. Each of the ejaculates was tested to determine
seminal quality, determining sperm concentration, motility, viability, normal cells, acrosome
and membrane integrity. Seminal plasma was obtained by refrigerated centrifugation, then
protease inhibitor (PMSF) was added, finally to be frozen at -20 ° C until the time of its use.

Plasma proteins were separated by denaturing electrophoresis SDS-PAGE.

The higher sperm concentration presented by the HV bulls on the Gyr zebu (P
<0.0001), evidences the possibility that they have to fertilize the largest number of oocytes,
which is also reflected in higher fertility ratios of the creole cattle breeds. In the 1D
reference electrophoretic maps of PS proteins, 8 protein bands were found for zebu bulls
and 9 for creole bulls.

After obtaining the samples, we proceeded to evaluate the incorporation of the SP of
the four creole bulls "Harton del Valle" in the ejaculates of five bulls Zebu Gyr dairy, for that
reason each ejaculate was divided into 3 aliquots, subjected to different treatments: control
with its own seminal plasma, withdrawal and addition of 25% and 50% SP respectively. The
seminal quality of the control and of each one of the treatments was valued both in
refrigeration at 1 and 24 hours, and after freezing.

It was observed that among the four bulls the volume had significant differences (p
<0.05). Each ejaculate was evaluated at different times: freshly obtained, after 1 and 24
hours of cooling and after thawing.

In the majority of the times compared, significant differences were observed, being
the evaluation in fresh and to 1 of refrigeration where they presented the highest values.
Only the vitality presented significant differences (p <0.05) when 24 h and thawing were
compared, in the rest of the variables no differences were observed, which would indicate

that the bulls presented the same freezing capacity, maintaining high values to thawing.

Significant differences (p <0.05) were observed in volume, concentration, progressive
motility, acrosomes and endosmosis, and higher values were found in bulls of the Creole
breed as described in the literature, which would justify the work done with the objective of

improving the quality of the Gyr breed.
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The mean values corresponding to the observed values were found maintaining the
complete plasma of Gyr and not adding creole plasma. It is evident that the time factor
caused a decrease in seminal quality. For progressive motility, it was observed that the
major values were in fresh, not observing differences between refrigerated and frozen. The
vitality presented a similar behavior as the normal forms. Acrosomes and membrane
integrity had significant differences (p <0.05) in the different moments of comparison, and it

was clear that they were affected by the process itself.

The results of refrigeration (24 hours), for motility, normal forms, acrosomes and
endosmosis we see that there are highly significant differences (p <0.001). The results show
that the withdrawal of 25 or 50% of ejaculates Gyr and subsequent addition of the same
concentrations of plasma HV was detrimental in refrigeration at 24 h. Only the normal forms

were improved with the addition of SP of both creole races (25 and 50%).

Finally, the effect of plasma at the time of thawing, the main reason for this work,
was evaluated. Only the integrity of the acrosomes showed a significant improvement with
the addition of both 25 and 50% SP. In the rest of the variables, no improvement was
observed, including endosmosis. However, the improvement in the integrity of the
acrosomes implies a protection of the same, which will have a reflection on the fertility of
the seminal doses, since the acrosome is fundamental for that the processes of fertilization
take place normally.
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