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Los investigadores han generado herramientas biotecnolégicas para predecir el
omportamiento reproductivo del toro. Tradicionalmente, estas herramientas involucran el
examen de salud fisica del animal, su aptitud para la monta y el examen de calidad
seminal. El macho participa con un 50% en la eficiencia reproductiva del hato, de tal forma
que es factible suponer como podrian afectarse los indices productivos del hato al usar un
reproductor de baja fertilidad. Los resultados de la evaluacién de calidad seminal, no
siempre predicen eficientemente la fertilidad de un toro, dado que no tiene en cuenta la
habilidad del espermatozoide para llevar a cabo procesos esenciales como la
capacitacion espermatica, la reaccién del acrosoma y la fertilizacion misma. En este
trabajo se determinaron los valores de motilidad, viabilidad y concentracién espermatica
del semen de toros de la raza criolla Colombiana Sanmartinero y Cebu, y se
correlacionaron con el porcentaje de espermatozoides con acrosoma reaccionado, como
indicador de su capacidad fertilizante. Se determiné igualmente, el perfil electroforético de
las proteinas del plasma seminal. Se analizaron un total de 45 muestras de semen
criopreservado procedentes de 7 toros San Martinero y 8 toros cebu. La induccion de la
reaccion del acrosoma se realizo con calcio ionéforo y la determinacién de los perfiles
electroforéticos de las proteinas del plasma seminal se realizé mediante electroforesis
degradante en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. El incremento en el porcentaje de
espermatozoides con acrosoma reaccionado fue superior (p<0.05) en toros Sanmartinero
que en toros Cebu (228.4 vs. 180.1), lo que evidencia una mayor capacidad fertilizante de
sus espermatozoides. Se encontraron correlaciones significativas (p<0.05) entre los
valores de viabilidad y motilidad espermatica con el valor de incremento en el porcentaje
de espermatozoides con acrosoma reaccionado. Los estudios protedmicos, evidenciaron
la presencia de 17 bandas de proteina en el plasma seminal de toros Sanmartinero y 13
en toros cebl, este resultado posiblemente se relacione con la mayor eficiencia
reproductiva del toro sanmartinero reportada en anteriores investigaciones. Este estudio
evidencio una superior capacidad fertilizante de los toros Sanmartinero, e introdujo el
empleo de herramientas moleculares como la potedmica, en el estudio de la fisiologia del
espermatozoide y la evaluacion de su capacidad fertilizante. Palabras claves: Reaccién
acrosémica, fertilidad, perfiles electroforéticos de proteinas, plasma seminal.
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INTRODUCCION

Los indices reproductivos del bovino explotado en condiciones tropicales son inferiores a
los registrados en paises de estaciones. En condiciones tropicales, la temperatura, la baja
calidad de los forrajes y la presencia de enfermedades parasitarias, virales y bacterianas
afectan la eficiencia reproductiva del animal. En este sentido procurar condiciones de
confort y buena alimentacion, se convierten en alternativas tecnolégicas que permiten
incrementar dichos indices. Se estima que la participacion del macho en la eficiencia
reproductiva del hato es del 50% (Alvarez, 2003), de tal forma que la seleccion del toro
reproductor garantizara el éxito de la empresa, expresado a través de las tasas de
natalidad del hato. Estas ultimas son reflejo de las tasas de concepcion, las cuales estan
determinadas en gran parte por la fertilidad del semen del reproductor. Los parametros
que evaluan la calidad del semen, no siempre predicen eficientemente la fertilidad del
mismo (Millar et al., 1990; Blottner et al., 1990; Whitfield and Parkinson., 1992; Manjunath
et al.,, 1993; Bellin et al., 1994), dado que no tienen en cuenta la habilidad del
espermatozoide, para adelantar funciones esenciales como el proceso de capacitacion, la
reaccion del acrosoma vy la fertilizacion misma. El avance de la ciencia en busqueda de
herramientas biotecnoldgicas, que permitieran predecir con mayor exactitud la fertilidad
del semen de un reproductor, hizo posible la aparicion de la fertilizacién in Vitro y con ella
el desarrollo de dos pruebas: la penetracion espermatica de évulos y la induccién de la
reaccion del acrosoma del espermatozoide. En las ultimas décadas, el desarrollo de la
biologia molecular ha permitido comprender en mejor forma, algunos aspectos
relacionados con la fisiologia del espermatozoide. Indudablemente el descubrimiento del
ADN, marco el comienzo de la era genémica y posteriormente de la protedbmica, como la
ciencia encargada del estudio de los productos de expresion génica, o dicho de otra forma
del estudio de las proteinas de una célula, tejido o fluido. La proteémica incluye la
caracterizacion de la expresion de las proteinas codificadas por un genoma y el
establecimiento de sus propiedades funcionales y estructurales (Anderson, NL y Col.
1998) El masivo empleo de la inseminacion artificial, ha encaminado las investigaciones
hacia el desarrollo de técnicas que hagan posible la rapida, confiable y econdémica
evaluacion de la fertilidad de machos mediante el analisis en laboratorio de las muestras
seminales criopreservadas. El objeto del presente trabajo fue relacionar los valores de las
variables de calidad seminal y del incremento en el porcentaje de espermatozoides con
acrosoma reaccionado, con los perfiles electroforéticos (SDS — PAGE) de las proteinas
del plasma seminal de toros Cebu y de la raza criolla colombiana Sanmartinera.

MATERIALESY METODOS

En este trabajo y para la prueba de reacciéon acrosomica se evaluaron 135 muestras de
semen criopreservado procedentes de 7 toros Sanmartinero y 8 toros Cebu Brahman. Los
toros Sanmartinero, se encontraban en las instalaciones del centro de investigacion de La
Libertad de CORPOICA. Los toros Cebu se encontraban en la hacienda Villa Dana del
municipio de Villanueva. Los animales de esta experimentaciéon tenian edades
comprendidas entre 2 y 4 afios. Las muestras seminales se colectaron en la época de
lluvias mediante electroeyaculacién, y se les determind los parametros de calidad seminal
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(morfologia, concentracion, viabilidad y motilidad espermatica), para luego ser congeladas
y almacenadas en nitrogeno liquido.

Prueba de Reaccién acrosémica

La induccion de la reaccién del acrosoma del espermatozoide se realizo segun el
procedimiento de Parrish y col., (1988), usandose calcio ionéforo A23187 como inductor.
Previo a la induccién in Vitro de la reaccion del acrosoma, los espermatozoides se
seleccionaron mediante la técnica de Swim-up (Parrish y col 1988), para lo cual 0.5 ml de
muestra seminal criopreservada es incubada con 1 ml de medio TALP SPERM modificado
(Christensen y col, 1996), durante una hora a 39°C en atmésfera humeda al 5% de CO2.
Posteriormente la muestra se centrifuga a 2500 rpm por 10 minutos, finalmente el
precipitado de espermatozoides es resuspendido en TALP SPERM hasta una
concentracion de 20 millones de espermatozoides por ml. Posterior a la resuspension de
los espermatozoides, se adicion6 el calcio iondforo A23187, para inducir la reaccién del
acrosoma. La solucién de espermatozoides es llevada nuevamente a incubacion durante
1 hora a 39°C y 5% de CO2 en atmdsfera humeda. Terminado el tiempo de incubacion los
espermatozoides se fijaron con formalina al 10%. Seguidamente se realiza el extendido
de la muestra sobre laminas portaobjeto, utilizandose 5 microlitros de la misma. Para la
técnica de tincién de los espermatozoides con eosina-Nigrosina/giemsa se mezcla una
alicuota de la muestra con la solucion de tincién de eosina-nigrosina/giemsa (E.N.G.), en
una proporcion de 1:3 (Tamuli y Watson, 1994). Determinacién de los porcentajes de
incremento de espermatozoides con acrosoma reaccionado. Para determinar el
incremento en el porcentaje de espermatozoides con acrosoma reaccionado se evaluaron
200 espermatozoides por lamina en un microscopio de contraste de fases con objetivo de
100X. Obtencién del plasma seminal y determinacion de la concentracion de proteina.
Para la evaluacion del perfil electroforético de proteinas se trabajaron 45 muestras de
semen de toros Sanmartinero y Cebu Brahman. El plasma seminal se obtuvo por doble
centrifugacion del semen a 12.000 x g en micro centrifuga a 4°C por 5 minutos (Jean y
Col., 1995). El segundo sobrenadante es filtrado, y las muestras son filtradas, rotuladas y
congeladas a - 20°C hasta su utilizacion. La concentracion de proteina de la muestra de
plasma seminal se determiné por espectrofotometria (NanoDrop). Separacion de las
proteinas del plasma seminal por electroforesis unidimensional (SDS —-PAGE). La
Electroforesis desnaturalizante unidimensional (SDS-PAGE) se realizé segun el protocolo
de Laemmli (Laemmli, 1970), en equipo Mini Proteam Il (Bio-Rad). La cantidad de
proteina depositada fue de 30 ug. Se empled marcador de peso molecular con rango de
6,5 kDa a 205 kDa., en geles discontinuos de poliacrilamida. La tincion del gel se realizo
con azul de Coomassie al 0,0025%.Las imagenes se captaron en un documentador de
imagenes modelo Gel Doc 1000 (Bio-Rad). Y se analizaron con el programa Quantity-one
(Bio-Rad).

RESULTADOSY DISCUSION
Los toros Sanmartinero presentaron incrementos en el porcentaje de espermatozoides

con acrosoma reaccionado superiores (p<0.05) a los presentados por los toros Cebu
(228.4 vs. 180.1), lo que evidencia una mayor capacidad fertilizante de sus
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espermatozoides. Este resultado concuerda con los datos reportados por Bedoya (1999)
en estudios anteriores. Los estudios electroforéticos adelantados en esta investigacion
evidenciaron la presencia de 17 bandas de proteina en el plasma seminal de los toros
Sanmartinero, con pesos moleculares que oscilan entre 4.6 y 64.5 kDa. Las bandas de
mayor concentracion son las de 23.9, 16.2 y 14.6 KDa, y representan el 38% del total de
las proteinas presentes en el plasma. De otra parte, en el plasma de los toros Cebu
seencontraron 13 bandas de proteina con pesos moleculares que oscilan entre 8.2 y 67.5
KDa. Las bandas de mayor concentracion son las de 23.1, 16.9 y 14.6 KDa, y representan
un 34,8 % del total de las proteinas presentes en el plasma seminal. Es posible que la
presencia de un mayor numero de bandas de proteina en el plasma seminal de toros
Sanmartinero, se relacione con sus mayores porcentajes de fertilidad.

Proteinas del plasma seminal raza Sanmartinero

De las 17 bandas de proteina detectadas en el plasma seminal de los toros Samartinero,
16 se detectaron en todos los animales objeto de estudio. La banda con peso molecular
de 4.6 kDa, apareci6 unicamente en dos toros de esta raza. Con respecto a la correlacion
entre la concentracion de estas bandas de proteina y las variables de calidad seminal, se
evidencio que las bandas de 57.0, 37.4 y 13.0 kDa correlacionaron (p<0.05; r = 0.38,
p<0.001; r = 0.41 y p<0.05; r = 0.38 respectivamente) con la viabilidad espermatica, lo que
sugiere que estas bandas de proteina pueden estar actuando como factores de
decapacitacion. Por otra parte, se evidencio que las bandas de 23.9 y 22.08 kDa
correlacionaron (p<0.05; r = 0.27 y r= 0.26 respectivamente) con los porcentajes de
motilidad espermatica, de tal forma que puede sugerirse su participacion en el desarrollo
del movimiento de la célula espermatica y podria explicar los elevados valores de
motilidad espermatica del semen de esta raza y por consiguiente una mejor capacidad
fertilizante del mismo, en razén a la posibilidad de que un mayor numero de
espermatozoides pueden llegar ante el 6vulo. Las bandas de 13.0 y 83 kDa
correlacionaron (p<0.05; r = 0.3 y p<0.05; r = 0.27 respectivamente) significativamente
con los valores de concentracion espermatica, es posible que estas proteinas influyan en
los niveles de gonadotropina plasmatica, e influir en la alta concentracién espermatica de
esta raza. Es importante resaltar que las bandas de proteina de 57.0, 51.3, 20.2 y 13.0
kDa, correlacionaron significativamente (p<0.05; r = 0.27, r = 0.43, r = 0.40 y r = 0.35),
respectivamente con los valores de incremento porcentual de espermatozoides con
acrosoma reaccionado. Este resultado sugiere la posibilidad de que estas proteinas estén
relacionadas directamente con la habilidad de los espermatozoides de esta raza para
fecundar o6vulos. Por ultimo se debe destacar que la proteina de 49.4 KDa presenta
Correlaciones negativas con viabilidad (p<0.001; r = -0.48) y motilidad (p<0.05; r = -0.25)
espermaticas. Este resultado sugiere que esta banda de proteina puede actuar de una
parte como un factor de capacitacion del espermatozoide, y por otro lado actuar como un
factor de antimotilidad, con el fin de evitar el gasto energético por el espermatozoide y
mantener reservas energéticas para su viaje al encuentro con el évulo.

Proteinas del plasma seminal raza Cebd Brahman
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En los toros de la raza Cebu Brahman, se evidencio que las bandas de 63.5 y 55.0 kDa
correlacionaron con viabilidad espermatica (p<0.05; r = 0.38 y p<0.001; r = -0.25
respectivamente), resultados que implican funciones antagénicas de las dos bandas de
proteina en la viabilidad del espermatozoide. De otra parte, las bandas de proteina de
67.5 y 55.0 kDa correlacionaron negativamente con la motilidad (p<0.05; r = -0.25 y r=
-0.28 respectivamente) espermatica del semen, este resultado sugiere que la motilidad de
los espermatozoides de esta raza es baja, y explicaria en parte una baja capacidad
fecundante del espermatozoide de esta raza, al disminuirse el numero de
espermatozoides que llegarian al encuentro con el évulo. De otra parte, la banda de 58.1
kDa correlacioné inversamente con los valores de concentracion espermatica (p<0.05; r =
-0.26). Este resultado sugiere que esta banda de proteina, podria inhibir los receptores de
gonadotropina a nivel de testiculo y ocasionar una disminuciéon en la concentracion de
espermatozoides del eyaculado y de esta forma una disminucién de la capacidad
fecundante del semen de esta raza. Es importante resaltar que cuatro bandas de
proteinas de plasma seminal de 48.7, 43.9, 23.1 y 14.6 Kda -correlacionaron
significativamente (p<0.05r = 0.32, r = 0.32, r = 0.28 y r = 0.25) respectivamente con la
reaccion del acrosoma. Este estudio evidencio una superior capacidad fertilizante de los
toros Sanmartinero, e introdujo el empleo de herramientas moleculares como la
potedbmica, en el estudio de la fisiologia del espermatozoide y la evaluacion de su
capacidad fertilizante.
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