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esde tiempo atras, investigadores colombianos como Castro (1979),
Hernandez { 1981) y Martinez, v col {1983) han enfatizado en las
ventajas reproductivas de los bovinos criollos, obtenidas gracias a
su large tiempo de adaptacidn (mas de 450 afios), 2 las dificiles
condiciones medio ambientales del trépico colombiano, v que se
manifiestan en una mayor fertilidad, cuando se comparan con las de
otros toros de razas introducicas

De otro laco, se sabe que ei espermatozoide mamffero es inca-
paz de fertilzar los ovecitos inmediatamente son eyaculados, debe
pasar por un pericdo de capacitacion. gue ocurre normalmente er
el tracto reproguctive femenino ( Austin, 1251 Chang, 1951). Con
el desarrailo de téanicas de fertlzacion In-Vitro, se ha podido llevar a
cabo éste proceso con buenos resultados, que han permitido esta-
biecer |z existencia ae la gran variabiidad de la capacidad fertiizants
det espermatozoide entre fas diferentes espeaes, razas, toros de
la misma raza y entre evaculados del misme toro. { Hillery, 1990,
Saeki, 1995 Amnn, 1996 Parnsn, 1999 Lobo 1999 v colj

El objetivo de éste estudio fue determinar las diferencias en el
srado de fertilidad dei semen de toros de las razas san martinero v
branman v la concentracion ootima de heparina que debe utilizarse
en programas ge fertifizacion in-vitre. para éstas razas. ya que no hay
nformacidn en 1a iteratura

Materiales v merodos

cste trabajo se hizo en el CNI- Tinaitata (Mesguera-Cunaimamarca),
en el lzboraterio de Biotecnoiogia del Programa Nacional de Risio-
logia v Genética Animal del 1CA
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Semen

Se obtuvc de seis toros san martinerc y seis toros
brahman. La edad de éstos animales oscild entre 5y 7
afos. £l semen se congelé con un diluyente a base de
Tris-glicina. En cada pajilla de 0.5 ml, se incorporaron
|00 millones de espermatozoides y sélo se utilizarcn
las pajillas que a su descongelacién presentaron una
movilidad espermdtica igual o superior al 40%.

Para la capacitacion y lavado de espermatozoides
se usd medio TALP y el dia de su uso, se le suplemento
con 0.1 | mM/ml de piruvato, 100 U.L/ml de penicilina
y 3 mg/mi de albimina de suero bovino (BSA, por su
sigla en ingles) fraccién V. En un tubo cénico que contenfa
I ml del medic TALP suplementado, se depositd en el
fondo el contenido de una pajila y se dejé incubando
durante 2 horas a 39°C conaire y 5% de CO.,, humedad
refativa alta. Al cabo de éste periodo se extrajo 0.85 ml
del sobrenadante y se transfirié a otro tubo que contenia
5 ml de medio TALP suplementado, se hormogenizé la
mezdla en un agitador automatico (vortex} e inmediata-
mente después se centrifugd a 320 g/10 minutos, luego
se elimind el sobrenadante por volcamiento del tubo y
el precipitado se resuspendid en 5 ml de medio TALE
se homogenizé y se centrifugé por segunda vez, el pre-
cipitado se diluyd en 0.5 ml de medio TALP y se hizo el
recuento espermdtico en una cdmara de neubauer. Se
adiciond medio TALP para que cada 2 ml contuvieran
25.000 espermatozoides, volumen que se adicionarfa a
cada gota con células del cimulos con ovecitos (COCs)
y también se adicicnaria 2 ml de solucidn de heparina a
los niveles de 2, 5y 10O pg/ml que se establecieron para
este estudic. (Parrish, et al 1988).

Ovocitos

Se obtuvieron de ovarios de vacas recién sacrificadas enun
matadero que distaba |5 km del laboratorio. Los ovarios
se lavaron con solucidn salina fisiolégica (SSF) precalentada
a 30 —35°C y se transportaron en termos que contenian
SSF ala misma temperatura antes mencicnada, Fn el labo-
ratorio se les hizo tres lavados asf: |) con SSF, 2) con alcohol
a 75% vy 3) con SSF A cada ovario se le aspird (con aguja
G18) los foliculos, cuyo didmetro varfa entre 2 y 8 mm.
Posteriormente el ovario se cortd en dos mitades y sobre
la superficie de cada hemiovario se pasd un instrumento
con |0 cuchillas separadas entre si por 2mm, (Hamano,
et. a 1993), este procedimiento se hizo dentro de cajas
de petri desechables (diametro 9 cm), que centenian

medio de maduracidn, luego se colocaron los complejo
ovocito - cimulos, (COCs) que tuvieran més de 2 capas
compactas de céiulas del cdmulos (figura 1), Estos COC,
se lavaron 3 veces con medio TL-Hepes suplementado
con Piruvato (| | mM/ml), penicilina (100 U.1/ml) y BSA(3
mg/ml). Los COCs se cultivaron en 50 ml (10-15 COCs
por gota) de medio 199, sales de Earle's (Gibco lab Grand
Island, NY-USA), suplementado con 10% de suerc de
vacaenestro, | | mM/ml de Piruvate, 0.02 mg/ml de FSH,
0.02 mg/ml de LH g | mg/ml de |7 beta- estradiol. La
maduracién de éstos ovocitos se hize durante un periodo
de 24 a 27 horas a 39°C, cubiertos con aceite mineral,
hurmedad relativa atta y 5% de CO, . Despugés los COCs,
se transfirieron a 46 ml de medio Tirode-lactato (Sirard, y
col 1988) suplementando con piruvato, BSA vy penicilina
a las mismas concentraciones mencionadas antes, a cada
gota se le adiciond 2 ml de solucién con espermatozoides
y 2 ml de solucion de heparina.

Heparina

Se establecieron tres concentraciones 2, 5y 10 pg/mi
de heparina, Las gotas que contenian los COCs, esper-
miatozoides y heparina se cubrieron con aceite mineral
y s incubaron durante |5-17 horas a 39°C, humedad
relativamente alta y 5% de CO, en aire. Después de
éste periodo de fertilizacidn, las células del cimulos y los
espermatozoides adheridos se removieron del ovocito
por agitacién (vortex), luego los ovocitos se montaron
en laminas portaobjetos, se fijaron con acide acético:
etanol (3: 1}y se tiferon con orceina (Sirard y el | 988).
Los ovocitos que se consideraron fertilizados fueron
aquellos en los cuales se observaron: dos pronucleos
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{fipuras 2 y 3), un pronlcleo vy una cola del esperma-
tozoide dentro del citoplasma del ovocito, mas de des
pronlcleos y mas de una cabeza de espermatozoides
descondensados y asociados a colas dentro del cito-
plasma del ovocito gue se registraron cormo fertilizacion
polispérmica, ( Saeki, v col. 1995).

Figura 2. (Arriba) Proniicleos
mrasiulines yBrande) ¥ farranling
(paquesio)ai el cinplasme da un
o boving ez,

Flgura 3. Crathin con vescuta
sparrmival, Itese & mmafic del
BSpETTRtoTTICeE,

Analisis estadisticos

Se empled un disefo factorial 3X2 (concentraciones de
heparina x raza), se utilizd andlisis de varianza de modelo
lineal general de SAS, con 3 repeticiones por raza y se
establecieron las diferencias por Duncan a {(p < 0.05)
{Steel y Torrie, 1990).

Resultados

Capacidad fertilizante in-vitro del semen
bovino

Segiin la raza: El semen proveniente de la raza criolla
colombiana san martinera, superd significativamente
{p < 0.05) en 10.79 la capacidad fertilizadora de
ovocitos de matadero a la raza cebuina brahman:
SM=49%.7% - Vs Br=39.0% (Tabla 1)

Segtin ef toro: la evaluacion de la capacidad de pene-
tracion espermitica de cada uno de los toros de
una misma raza, utilizando [0 pg/ml de heparina,
reveld que no existen diferencias entre los toros de
2 misma raza (tabla 2}

Efecto de la concentracion de beparina
sobre la fertilizacion in-vitro del semen
bovino

Al analizar las tres concentraciones de hepanina (2, 5
y 10 pug/ml) que se adicionaron al medio de fertiliza-
cidn en que se encontraban los ovoditos (COC'), se
determind un aumento signdficativo (p < 0.05) en los
porcentajes de fertilizacion al incrementarse la dosis de
heparina: 34.3%, 42.7% y 56.8% respectivamente, [0
cual permite recomendar como concentracién dptima
la de 10 mg/ml, para ser usada en fertilizacidn in-vitro,
cuando se emplee semen de razas SM (Bos taurus) v
Br (Bos indicus) .

La polispermia, que se presentd fue 8,9% en pro-
medio, pero no hubo diferencias entre las tres dosis de
heparina ni entre razas, ni se detectd ninguna tendencia
definida (Tabla 3).

TABLA 1. Evaluacién de la capacidad fertilizante (In-Vitro)} del semen bovino
de las razas San Martinera y Brahman

= ——— —————————
| Ouacios nseminadas 619 598 |
| Ovoitos ferlzacs (35 315 (497) 735 (39.0) |

e Diferencias significativas (p < (0.03)
Datos de tres repeticiones
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TABLA 2. Clasificacién de fos toros por su capacidad fertilizadora de ovocitos (In-Yitro)
con Heparina a 10 pg/ml.

Datos de tres repeticiones.

171-3 3¢ ; AT

TABLA 3. Efecto de la concentracién de heparina sobre la fertilizacién In-Vitro con semen
de las razas San Martinera y Brahman.

Hhe | 195 L |22y 10 (82) O 12610 | m’-:
5 28 115 (50.4) 0En 9 | mEsn | ses
196 78(39.8) ngzey | 18 60302 5 (B3)
« b Diferencias significativas (p < 0.03) -
Datos de tres repeticiones.
Discusidén Toros
Raza

La penetracidn espermdtica en avocitos, in-vitro fue
superior en Ia raza san martinera (Bos taurus): 49.7%
que en la brahman (Bos indicus): 39.09%. Estos resul-
tados estdn corroborados con los reportados in-vivo
por Herndndez (1983); Martinez y col (1983) y Castro
(1979), quienes encontraron mayor natalidad en vacas
cebl apareadas con toros san martinero que con toros
cebl y por el trabajo de Obando y Holguin (2003),
guienes induciendo la reaccidén acrosémica in-vitro,
demostraron también la superioridad de la raza san
martinera frente a la Cebd.

No se encontraron, diferencias de penetracién esper-
matica entre los toros de una misma raza como sf se
reporta en la literatura (Hillery 1990; Oliveira, 1994;
Saeki 1995, Lobo 1999 y col ). Sin embarge, Obando y
Holguin (2003) con la induccién de la reaccién acrosé-
mica in-vitro y la misma concentracién de heparina (10
Lg/ml) y semen de san martinero y Cebd, establecieron
diferencias entre toros de la misma raza.

Heparina

Las tres concentraciones de heparina (2, 5 y |0 pg/ml)
que se adicionaron a las gotas que contenfan los ovocitos







Figura 4 Owodiio maddarado oon cuerpes polEres:

y espermatozoides aumentaron proporcionalmente los
porcentajes de fertilizacién tanto en la raza san martinera
(39.8%, 50.4% y 62.6/%), como en la raza brahman
(30.2%; 36,7% vy 51.0%), sin embargo, Chacodn, y ol
2003, usando niveles de heparina de 2, 4, 6, 8 ¥ 10 mg/
ml con semen gyr no obtuvieron una tasa de fertilizacién
directamente proporcional a la dosis ce heparina, logrando
la mejor respuesta con 6 ug/ml = 85,496, (p << 0.05). Esta
diversidad de resuitados hace énfasis para que se determine
el nivel dptimo de heparina a usar en cada raza.

Polispermia

En éste estudio se encontrd que los ovoditos fertilizados, que
presentaron polispermia no fueron influenciados por la raza
ni por la dosis de heparina en forma significativa, en cambio,
Fukui, y col (1990) y Sacki, y col (1995), encontraron que
al aumentar [a concentracion de heparina se aumentaba la
polispermia sin afectar el porcentaje de fertiizacion.

Los porcentaje de polispermia de éste estudio de
6.8a 12.8%, estan por encima de los encontrados por
Chacén, y col (2003), que oscilaron entre 1.6 a 5.6%
con semen de gyr, pero similar al cbtenido por De
~ Bem (1990): 7.5 a 12% (Figura 5).

Conclusiones

* Lapenetracidn espermatica en ovocites de matadero
fue superior 10.7% en la raza san martinera (Bos
taurus) que en la raza brahman (Bos indicus).

* La concentracién de heparina de |10 pg/mi para
la fertilizacidn in-vitro es optima para las razas san
martinera y brahman.

* La presencia de polispermia en los ovocitos ferti-
lizados fue independiente de la concentracion de

heparina y de la raza.
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