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Resumen

Para llevar a cabo el desarrollo de algunas biotecnologias en la reproduccién animal
es importante el uso de semen de 6ptima calidad. Para esto es necesario conocer
la viabilidad misma del espermatozoide, desde su macroestructura hasta su
microestructura, incluyendo entre esta ultima, una caracteristica basica como la
integridad del ADN. En el espermatozoide a diferencia de las células somaticas, su
ADN se encuentra unido a proteinas llamadas protaminas, las cuales le permiten
tener un grado de compactacién mayor. Cualquier falla en el proceso de formacion
de las protaminas, conocido como protaminacién, implica dafio del espermatozoide,
conllevando a la fragmentacion del ADN, que a su vez conduce a un menor éxito en
la fertilizacion. Por lo anterior, el interés de esta investigacion fue evaluar el efecto
de la raza sobre la protaminacion espermatica y su relacién con la calidad de
espermatozoides bovinos criopreservados. Para ello se utilizé el semen de diez
toros: cinco bovinos Bos indicus, de la raza Guzerd; y cinco bovinos de raza criolla
Blanco Orejinegro (BON). Se colectaron tres eyaculados de cada toro con un
intervalo de dos meses, mediante el método de electroeyaculacion, obteniendo un
total de 30 eyaculados. EI semen fue criopreservado a una concentracion final de
60 millones de espermatozoides por mililitro (mL) en un diluyente a base de Tris,
mediante un protocolo de congelacion rapida. Posteriormente se descongelaron
minimo 5 pajillas por eyaculado, a las cuales se les evalué movilidad y cinética
espermatica mediante un andlisis computarizado con el sistema Sperm Class
Analizer (SCA®, Microptic, Espafa); la integridad de la membrana plasmatica
mediante el test hiposmotico; la vitalidad espermatica mediante microscopia de
fluorescencia; la morfologia esperméatica mediante la tinciéon eosina negrosina; la
estabilidad de la membrana plasmatica, la actividad mitocondrial, la integridad de
ADN y la protaminacién espermaética fueron evaluadas mediante citometria de flujo.
Para el analisis estadistico, se ajustdé un modelo mixto y para la comparacion de las
medias se realiz0 una prueba de Tukey. La normalidad de los datos se evaluo
mediante la prueba de Shapiro-Wilks. Se establecio un nivel de significancia de p <

0,05 para todos los analisis. La raza BON mostr6 mejores resultados (p < 0,05) para



parametros de calidad seminal como: motilidad progresiva; velocidad media,
rectilinea, y curvilinea; amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, frecuencia
de batida, linealidad, espermatozoides rapidas e integridad de membrana
plasmatica. A pesar, de que la raza Guzeréa tuvo una menor fragmentacion del ADN
espermético, la raza BON tuvo mejores resultados en los espermatozoides viables
protaminados (V/P) y un mayor potencial alto mitocondrial (p < 0,05). Ademas, se
encontré una correlacion positiva y significativa (p < 0,05). entre el esperma
viable/protaminado con la movilidad total (0,42), la movilidad progresiva (0,33), los
espermatozoides rapidos (0,40), la integridad de membrana plasmatica (0,30), la
vitalidad espermatica (0,21), los espermatozoides vivos no capacitados (0,42) y el
potencial de membrana mitocondrial alto (0,63). En conclusion, existe un efecto de
la raza sobre la protaminacion y la calidad del semen bovino congelado-

descongelado.

Palabras clave: bovino, raza, calidad seminal, protaminacion, espermatozoides.

Abstract

To carry out the development of some biotechnologies in animal reproduction, the
use of optimal quality semen is very important. For this, it is necessary to know the
viability of the sperm, from its macrostructure until his microstructure, including a
basic characteristic such as the integrity of the DNA. In the sperm, unlike somatic
cells, DNA is bound to proteins called protamines, which allow it to have a greater
degree of compaction. Any failure in protamine formation process (protamination),
involves damage to the sperm, leading to DNA fragmentation, which in turn leads to
reduced fertilization success. Therefore, the interest of this research was to evaluate
the effect of breed on sperm protamination and its relationship with the quality of
cryopreserved bovine sperm. For this, was used semen from ten bulls: five Bos
indicus animals of Guzera breed; and five Blanco Orejinegro (BON) bulls. Three
ejaculates were collected from each bull with an interval of two months, using the

electroejaculation method, obtaining a total of 30 ejaculates. Semen was



cryopreserved at a final concentration of 60 million sperm per mL in a Tris-based
exender, using a rapid freezing protocol. Subsequently, at least 5 straws per
ejaculate were thawed, and sperm motility and kinetics were evaluated through a
computerized analysis with the Sperm Class Analyzer system (SCA®, Microptic,
Spain); the integrity of the plasma membrane through the hyposmotic test; sperm
vitality by fluorescence microscopy; sperm morphology using eosin negrosin
staining; plasma membrane stability, mitochondrial activity, DNA integrity and sperm
protamination were evaluated by flow cytometry. For statistical analysis, a mixed
model was fitted and a Tukey test was performed to compare the means. Data
normality was assessed using the Shapiro-Wilks test. A significance level of p < 0,05
was established for all analyses. BON breed showed better results (p < 0,05) for
seminal quality parameters such as: progressive motility, average path velocity,
straight line velocity, curvilinear velocity, amplitude of lateral head displacement,
beat cross frequency, linearity, fast spermatozoa and plasma membrane integrity.
Although Guzera breed had lower sperm DNA fragmentation, BON breed had better
results in protamine viable spermatozoa (V/P) and a greater high mitochondrial
potential (p < 0,05) of sperm. Furthermore, a positive and significant correlation was
found (p < 0,05) between viable/protaminated sperm with total motility (0,42),
progressive motility (0,33), fast spermatozoa (0,40), plasma membrane integrity
(0,30), sperm vitality (0,21), live non-capacitated sperm (0,42) and high
mitochondrial membrane potential (0.63). In conclusion, there is an effect of breed

on protamination and quality of frozen-thawed bovine semen.
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Introduccién

Se prevé un aumento significativo de la poblacion mundial, en mas de 1.000
millones de personas para los proximos 15 afos, alcanzando 8.500 millones de

personas en 2030 (1), donde la demanda de alimentos hace que cada dia la

industria agropecuaria se preocupe mas por ser eficientes al producir. EI aumento



en la eficiencia productiva de la ganaderia colombiana beneficia directamente a la
poblacién consumidora de carne y leche en el pais, ya que se dispondria de una
oferta de proteina de origen animal constante y de alta calidad. Especies como Bos
indicus, Bos taurus y razas criollas, se han perfilado con un excelente potencial para
la produccion de leche y carne en Colombia, al manejar la rusticidad de la mano con
la produccion y poseer excelente capacidad de conversion alimenticia en ambientes
hostiles (2).

El uso de las biotecnologias reproductivas en la especie bovina, se ha tornado en
un instrumento comun y asequible para los pequefios, medianos y grandes
productores, en especial la inseminacion artificial y la fecundacion in vitro (FIV) (3).
Al momento de realizar dichos procedimientos se necesitan espermatozoides de
Optima calidad, que tengan la capacidad de fecundar la mayor cantidad de ovocitos
disponibles (4). Estas tecnologias buscan intensificar y acelerar de forma importante
el mejoramiento genético. Su uso, basado en una adecuada seleccién genética,
permitiria obtener nuevos y mejores animales en un tiempo menor, aumentando la

eficiencia reproductiva de los mismos

La criopreservacion del semen y el uso de la inseminacion artificial en los hatos
ganaderos ha tenido un impacto positivo en la produccidon de animales y en la
calidad de los mismos. A pesar de que la técnica de criopreservacion ha sido la mas
avanzada dentro de todas las especies domésticas, aun quedan muchas incégnitas
por resolver. La viabilidad de los espermatozoides después de la descongelacion
aun es baja y difiere significativamente entre los toros reproductores. Estas
limitaciones son un vacio importante por resolver, ya que podrian afectar el uso
extensivo de las biotecnologias reproductivas (5). La congelacion es un proceso
critico para los espermatozoides, donde experimentan diversos cambios
estructurales como moleculares. A nivel molecular ocurren cambios en la cromatina,
fragmentacion del ADN, degradacion del ARNm, variaciones epigenéticas y de la
expresion génica, entre otros (5)(6). Por ejemplo, la integridad del ADN del



espermatozoide es reconocida como una caracteristica de vital importancia para

gue se lleve a cabo el proceso de fertilizacion y desarrollo embrionario (7).

Durante la formacion de los espermatozoides, suceden procesos que llevan a
cambios radicales en la estructura de la cromatina hasta formar un espermatozoide
maduro. En este proceso, las espermatidas se diferencian en espermatozoidesy la
mayoria de las histonas son reemplazadas por protaminas para proteger el genoma
paterno, permitiendo un empaquetamiento del ADN hereditario y reducir el tamafio
de su nudcleo (8). Las protaminas funcionan como protector del material genético de
los espermatozoides frente a factores enddgenos o exdégenos (nucleasas, radicales
libres o mutagenos) y el transporte del ADN de los espermatozoides hacia el 6vulo
(9,10). Cualquier falla en este proceso implica el dafio del espermatozoide,
conllevando a la fragmentacion del ADN que a su vez conduce a un menor éxito en

los procesos de congelacion (7).

Algunos estudios han demostrado que la deficiencia o la alteracion en el proceso de
protaminacion espermética puede ser uno de los factores que contribuyan a la
inestabilidad y dafio del ADN, afectando la fertilidad del reproductor (11). Asi mismo,
el patron de expresion de la protamina 1 o 2 puede llegar a tener un efecto negativo
0 positivo en la inseminacion artificial como la produccién de embriones in vitro con
semen criopreservado (12). Para el conocimiento de los autores, no se han
reportado casos que evaluen el efecto de la raza sobre los niveles de protaminacion
espermatica, en los que se incluya razas bovinas criollas. Por lo anterior, el objetivo
de esta investigacion fue evaluar el efecto de la raza sobre la protaminacion
espermética y su relacion con la calidad de espermatozoides bovinos

criopreservados.



Materiales y métodos

Tipo de estudio

El estudio tuvo un disefio observacional de tipo descriptivo prospectivo transversal.

Localizacién

El material de investigacion fue recolectado en el departamento de Antioquia
(Colombia). Posteriormente las muestras se procesaron en los laboratorios de
Biotecnologia Animal, propiedad de la Universidad CES y el laboratorio de
Reproduccién Animal, de la estacion Agraria San Pablo, propiedad de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin, ubicados en los municipios de
Sabaneta y Rionegro, Antioquia, respectivamente. Los analisis de protaminacién y
citometria de flujo se realizaron en la Sede de Investigacion Universitaria (SIU) de
la Universidad de Antioquia.

Material de investigacion

Se utilizaron 10 bovinos machos, distribuidos de la siguiente manera: cinco Bos
indicus, de la raza Guzer4; y cinco bovinos de raza criolla (Blanco Orejinegro). Estos
fueron sometidos a la recoleccién de tres eyaculados por animal, para un total de
30 eyaculados. Los animales estuvieron en condiciones apropiadas y estandar de
alimentacion, ambiente, manejo reproductivo, y condicion corporal entre 3 y 4
(escala entre 1y 5, siendo 1 extremadamente delgado y 5 extremadamente obeso).
La recoleccion se realiz6 mediante el método de electroeyaculacion con un
ElectroJac5 (Neogen Corporation), después de haber realizado previamente la
estimulacién rectal de las glandulas accesorias. El semen recién recolectado fue
mantenido a 37°C en un bafio maria, y diluido en proporcion 1:1 en un diluyente a
base de Tris (2.42 g de Tris, 1.48 g de acido citrico, 1.00 g de fructosa, 6.4 ml de
glicerol, 25 mg de gentamicina, 50 000 1U de penicilina) para ser transportado a una



temperatura de refrigeracion (T°) en un equipo especializado (Equitainer®, Minitube)

hasta el laboratorio.

Evaluaciéon del semen bovino fresco

A cada eyaculado recolectado se le realiz6 evaluaciones de volumen,
concentracion, movilidad, vitalidad, morfologia, integridad de la membrana
plasmatica y protaminacion. El volumen se midié utilizando una probeta graduada,
la concentracién del semen (millones de espermatozoides/mL) se determiné a partir
de una gota de semen fresco, mediante un fotémetro Spermacue® (Minitube).
Utilizando un microscopio de contraste de fase Eclipse E200 (Nikon Inc.), se
determind la movilidad espermatica promediando los porcentajes de movilidad
progresiva de cinco campos diferentes de observacion (400X). La morfologia y la
vitalidad espermatica se evaluaron mediante el conteo de 200 espermatozoides
tefidos por la técnica de eosina-nigrosina modificada (13,14). Sobre un portaobjetos
temperado a 37°C en una platina térmica, depositando una gota de semen y a su
lado una gota de colorante eosina-nigrosina (Sigma-Aldrich 861006 y N4763) a
37°C. Ambas gotas se mezclaron durante 30 a 60 segundos, se realizé un extendido
y la fijaciébn de este con calor sobre una platina térmica. Se observé la morfologia
individual de 200 espermatozoides al microscopio (100X) y se clasific6 como
morfolégicamente normales o anormales (15); al igual que se clasificaron como
vivos aguellos espermatozoides que no incorporaron el colorante (espermatozoides
blancos) y como muertos aquellos que si lo hicieron (espermatozoides rosados)
(16). Se establecieron porcentajes de espermatozoides normales (% de morfologia
normal), asi como de espermatozoides vivos (% de vitalidad). De igual forma, se
evaluo la integridad de la membrana plasmatica de los espermatozoides por la
metodologia de la prueba hipoosmotica (HOS) (13), para la cual se tomaron 100 pl
de semen y se adicionaron a un tubo con 500 ul de una solucion hipoosmotica de
sacarosa 5.4% (100 mOsmol/l). Esta mezcla fue incubada a 38.5°C por 30 minutos
y luego se evaluo el hinchamiento espermatico de 100 células en minimo 5 campos

diferentes (400X), utilizando un microscopio de contraste de fase Eclipse E200



(Nikon Inc.). Se determind el porcentaje de células reaccionadas a partir de 100
espermatozoides contados. Como criterio de seleccidon, solo se procesaron los
eyaculados con parametros minimos de 70% de movilidad, 70% de vitalidad, 500
millones de espermatozoides por mly 70% de espermatozoides morfolégicamente
normales, valores minimos recomendados por la Sociedad internacional de

Teriogenologia (13).

La evaluacion de la protaminacion espermatica se realizé mediante un protocolo
estipulado (16), realizado con un citometro de flujo MoFlo XDP (Beckman Coulter).
Las muestras se lavaron con PBS y se diluyeron hasta alcanzar una concentracion
de 60 x 10° células/mL. Se centrifugd 1 ml de cada muestra (a 200 g durante 5
minutos), posteriormente una parte de la muestra recibid la tincion de inmediato,
mientras que la otra parte de la misma muestra se fijé con la solucién de Carnoy
durante 5 minutos a -4 ° C y para luego ser tefiida. Las muestras se centrifugaron y
los sedimentos se tifieron con 200 pL de solucibn CMA3 a 0,25 mg / ml a
temperatura ambiente. Luego, las muestras se lavaron dos veces con PBS y se
evaluaron mediante citometria de flujo MoFlo XDP (Beckman Coulter). Utilizando un
laser de argén con una longitud de onda de excitacién de 488 nm. La fluorescencia
de los espermatozoides tefiidos con Cromomicina A3 se reunieron en el detector de
fluorescencia 2 (FL-2) con un filtro de paso de banda de 585/42 nm. Se examinaron
un minimo de 10000 espermatozoides para cada eyaculado y se analizaron
utilizando el software WinMDI 2.9 (16). Se obtuvo un control positivo preincubando
los espermatozoides con 200 mmol de ditiotreitol, un agente reductor de disulfuro,
a 37 ° C durante 10 minutos (15).

Criopreservacion de semen bovino

La criopreservacion del semen se realizé mediante un protocolo estipulado (17,18),
en el que luego de ser diluido a una concentracion de 60 x 106 espermatozoides/mL,
el semen fue enfriado de 37 a 4 °C durante 1 hora y 30 minutos. Posteriormente, el

semen fue empacado en pajillas de 0.5mL, mediante un equipo automatico de



empaque y sellador de pajillas por ultrasonido (MRS1 Dual V2, IMV Technologies)

mantenidas a una temperatura de 4°C durante 2 horas. Luego fueron llevadas a

vapores de nitrégeno liquido a una temperatura aproximada de -140°C durante 15

minutos para finalmente ser sumergidas en un tanque de nitrégeno liquido (IMV

Technologies) a una temperatura de -196°C para su almacenamiento. Se

congelaron un minimo de 10 pajillas por cada eyaculado.

Evaluacion de la calidad de semen bovino criopreservado

Las pajillas se retiraron del nitrégeno liquido y se descongelaron en agua a 37 ° C

durante 30 s. Posteriormente se evaluaron los siguientes parametros post-

descongelacion:

Evaluacion de la movilidad y cinética espermética (CASA). La movilidad y la
cinética esperméatica de cada pajilla, fue evaluada mediante un andlisis
computarizado con el sistema Sperm Class Analizer (SCA®, Microptic,
Espafia) de acuerdo a un protocolo modificado del reportado por algunos
autores (19), en cuanto a la configuracion de especie bovino y area de la
particula entre 15y 75 um?. Se utilizo un microscopio de contraste de fase
(Eclipse E200, Nikon, Japdn) con una cadmara digital (Scout SCA780, Basler,
EEUU). Se determinaron los parametros de movilidad total (MT), movilidad
progresiva (MP), velocidad rectilinea (VSL), velocidad curvilinea (VCL),
velocidad media (VAP), indice de linealidad (LIN), rectitud (STR), linealidad
(LIN), rapidos (RAP), amplitud lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de
batida (BCF).

Evaluacion de estabilidad de membrana. Para la evaluacion de la estabilidad
de la membrana, se us6 una combinacion de las sondas fluorescentes
Merocianina 540 (M540) / Yo-Pro-1 (Molecular Probes Inc). Se mezclé una
gota de 10 pl de semen descongelado con 2,7 uM de M540 y 25 nM de Yo-
Pro-1 (19). Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 37 ° C en la



oscuridad y luego se evaluaron utilizando un citémetro de flujo (LSR
Fortessa, BD Biosciences) en un rango de emision entre 500 y 550 nm para
Yo-Pro-1 y 580-620 nm para M540. Los datos de citometria de flujo se
analizaran con el software FlowJo version 7.6.2 (FlowJo, LLC, EE. UU.).

Evaluacion de actividad mitocondrial. El potencial de membrana mitocondrial
(AWYM) de los espermatozoides se evaluaron con una version adaptada del
protocolo descrito por Zamzami et al. (1996) (21). Se us6 un tubo de
poliestireno para depositar yoduro de 3,3'-dihexiloxacarbocianina (DiOC6,
Molecular Probes) en PBS a una concentracion final de 80 nM y 7-
aminoactinomicina D (7-AAD, Molecular Probes) a una concentracion final de
2 pug / ml. Los compuestos se pipetearon y luego se les afadio 10 ul de
semen. El volumen final de la reaccion fue de 300 ul. Posteriormente, para
tefir las células para evaluar simultdneamente su viabilidad, se afiadié una
concentracion final de 1 mg / ml de yoduro de propidio (PI) (Molecular Probes,
EE. UU.). Las muestras se incubaron durante 30 minutos y se midi6 AWYM
utilizando citometria de flujo (LSRFortessa ™, BD Biosciences). Las
muestras fueron excitadas usando un laser de fase sélida de 488 nm, y
detectando fluorescencia de DIOC6 y 7-AAD a 530/30 nm y 630/30 nm,
respectivamente. Los datos de citometria de flujo se analizaron utilizando el
software FlowJo version 7.6.2 (FlowJo, LLC, EE. UU).

Evaluacion de integridad ADN. La fragmentacion del ADN espermatico se
evalué mediante tincion con PI, segun lo descrito por Darzynkiewicz et al.
(22). Las células se fijaron con 300 ml de etanol al 70% (Merck, Alemania)
preparado en PBS (pH 7,4), durante 12 horas a 4 ° C. Las muestras se
centrifugaron (500 g, 5 minutos, 4 °C) y los granulos resultantes se lavaron
dos veces mas con 3,0 ml de PBS. Las células se tifieron con Pl 1 mg mL 1
en PBS con EDTA0.37% p /vy 0.01% v /v de Triton X-100y 200 U mL 1 de
RNase A (SigmaAldrich). Después de 30 minutos de incubacion en la

oscuridad a temperatura ambiente, los datos se tomaron con un citometro de



flujo (LSRFortessa, BD Biosciences). Los datos de citometria de flujo se

analizaron utilizando el software FlowJo version 7.6.2 (FlowJo, LLC, EE. UU).

e Protaminacion espermatica. Esta prueba se realizO6 como se describi

previamente para el semen diluido.

La evaluacion de la vitalidad espermatica y la integridad de la membrana
plasmatica pos-descongelacion se realizdé por las metodologias descritas

previamente para el semen diluido.

Analisis estadistico

Para la comparacion de los diferentes parametros de calidad y capacidad
fecundante del semen bovino, por raza, se realizé una prueba ANOVA, la cual
contara con gréficos de cajas y bigotes, para cada uno de los cruces de variables
cuantitativas de acuerdo con la raza. La normalidad de los datos se evalu6 mediante
la prueba de Shapiro-Wilks. Para la comparacién de las medias ajustadas entre los
tratamientos, se realizd una prueba de Tukey. Se utilizo un nivel de confianza del
95% y un valor p <0,05 para determinar significancia estadistica. Todos los andlisis
seran desarrollados mediante el programa SAS 9.2.

Resultados

Los resultados presentados en la Tabla 1, describen los valores obtenidos para cada

una de las variables evaluadas, para el semen bovino fresco.



Tabla 1. Analisis de calidad del semen bovino fresco.

Variable Media Dev tip Coeficiente Error
de estandar
variacion

MT 89,6 10,5 11,7 1,07
MP 72,7 18,3 25,2 1,8
VAP 57,3 16,5 28,8 1,6
VSL 39,5 14,6 37,1 14
VCL 101,6 28,3 27,9 2,8
ALH 4,7 1,2 26,4 0,1
BCF 11,8 6,8 57,4 0,6
STR 65,9 8,9 13,6 0,9
LIN 38,8 7,07 18,2 0,7
RAP 76,3 18,3 24,06 1,8
VE 85,6 13,9 16,2 1.4
MA 13,8 9,4 68,3 0,9
HOS 68,0 14,5 21,3 1.4
Frag. ADN 0,4 0,4 90,3 0,04
NV/P 18,1 15,6 86,4 1,6
NV/NP 3,4 2,0 59,6 0,2
VINP 1,9 7,0 362,3 0,7
V/IP 76,4 16,7 21,9 1,7

Movilidad total (%). MP: Movilidad progresiva (um/s). VAP: Velocidad media (um/s). VSL: Velocidad
rectilinea (um/s). VCL: Velocidad curvilinea (um/s). ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la
cabeza (um). BCF: Frecuencia de batida (Hz). STR: Rectitud (%). LIN: Linealidad (%). RAP: Rapidos
(%). VE: Vitalidad espermatica (%). MA: Morfologia anormal (%). HOS: Integridad de la membrana
plasmatica (%). Frag. ADN: Fragmentacion de ADN (%). NV/P: No viables/protaminados (%). NV/NP:
No viables/no protaminados (%). VINP: Viables/no protaminados (%). V/P: Viables/protaminados
(%).

Los resultados expuestos en la Tabla 2, denotan los valores obtenidos de cada una
de las variables evaluadas, para el semen bovino descongelado. Respecto al efecto
gue tuvo la raza sobre la calidad espermatica para el semen descongelado, se
evidencio que la raza Blanco Orejinegro (BON) tuvo mejores resultados cuando es
comparada con la raza Guzera, en términos de MP, RAP y HOS; sin embargo, dicha
raza presentdé una menor tasa de espermatozoides anormales comparada con la
BON (Tabla 3).



Tabla 2. Analisis de calidad del semen bovino descongelado.

. . Desviacién Coeficiente Error
Variable Media estandar vari(:liién estandar
MT 32,2 16,4 51,1 15
MP 18,6 11,4 61,5 1,0
VAP 49 10,5 21,5 0,9
VSL 39,2 9,2 23,6 0,8
VCL 91,2 20,1 22,0 1,8
ALH 55 1,3 25,2 0,1
BCF 20,9 3,9 18,9 0,3
STR 80 4,9 6,1 0,4
LIN 447 51 11,5 0,4
RAP 24,3 14,7 60,7 1,3
VE 30,8 12,2 39,7 1,1
MA 15,6 9,4 60,1 0,8
HOS 19,8 8,3 42 0,7
Frag.
AD% 0,9 1,1 120,5 0,1
NV/P 66,3 14,6 22,0 1,2
NV/NP 8,1 7,6 93,4 0,6
VINP 0,2 0,2 90,3 0,02
V/IP 25,2 11,5 45,5 0,9
AWM Alto 20,2 10,5 52,0 0,9
AB‘:J.':)" 78,1 10,6 13,6 0,9
M/NCAP 1,2 1,6 129,1 0,1
M/CAP 58,4 14,1 24,1 1,2
VICAP 24,6 12,4 50,5 1,0
VINCAP 14,8 13,3 89,9 1,1




Movilidad total (%). MP: Movilidad progresiva (um/s). VAP: Velocidad media (um/s). VSL: Velocidad
rectilinea (um/s). VCL: Velocidad curvilinea (um/s). ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la
cabeza (um). BCF: Frecuencia de batida (Hz). STR: Rectitud (%). LIN: Linealidad (%). RAP: Rapidos
(%). VE: Vitalidad espermética (%). MA: Morfologia anormal (%). HOS: Integridad de la membrana
plasmatica (%). Frag. ADN: Fragmentacion de ADN (%). NV/P: No viables/protaminados (%). NV/NP:
No viables/no protaminados (%). V/NP: Viables/no protaminados (%). V/P: Viables/protaminados
(%). AWM Alto: Potencial mitocondrial alto (%). AYM Bajo: Potencial mitocondrial bajo (%). M/NCAP:
Muertos/ no capacitados (%). M/CAP: Muertos/ capacitados (%). V/CAP: Viables/ capacitados (%).
V/NCAP: Viables/ no capacitados (%).

Tabla 3. Efecto de la raza sobre la calidad del semen bovino criopreservado.

RAZA MT MP VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN RAP VE MA HOS
86,0
BON 34,5 21,3 45,9 36,7 4 49 22,1 79,8 44.4 27,9 29,5 19,4 22,0
+22a 422a 4130 +1,2b 12 b +0,1° 40,42 4+0,62 +0,72 41,72 +1,82 +14a +1,092
3 30,6 16,7 51,2 40,9 95,0 59 20,0 80,2 45,0 21,8 31,7 12,5 18,3
Guzera +1.0b

2,02 +1,4> +122 +1,1* +24* +0,1* +05° +0,62 0,6 +1,8° +142 +08°

MT: Movilidad total (%). MP: Movilidad progresiva (um/s). VAP: Velocidad media (um/s). VSL:
Velocidad rectilinea (um/s). VCL: Velocidad curvilinea (um/s). ALH: Amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza (um). BCF: Frecuencia de batida (Hz). STR: Rectitud (%). LIN: Linealidad (%).
RAP: Rapidos (%). VE: Vitalidad espermatica (%). MA: Morfologia anormal (%). HOS: Integridad de

la membrana plasmatica (%).

Respecto al efecto que tuvo la raza sobre la protaminacion, la integridad de ADN, la
capacitacion y la actividad mitocondrial para el semen descongelado, se evidencia
que la raza BON tuvo mejores resultados en pardmetros como espermatozoides no
viables y viables protaminados, cuando es comparada con la raza Guzera. No
obstante, la raza Guzera presentd una menor tasa de espermatozoides con ADN
fragmentado, no viables, no protaminados y muertos no capacitados, cuando es

comparada con la raza BON (Tabla 4).



Tabla 4. Efecto de la raza sobre la protaminacién, la integridad de ADN, la capacitacién y

la actividad mitocondrial de los espermatozoides bovinos criopreservados.

Raza 3 Nyp  NVNP VNP vp  AYM AWM MINCA -\ eab VICAP VIN CAP
ADN Alto Bajo P
13 583 104 03 308 251 734 15 543 257 16.7
BON  +01a 4200  +12a  +003% 4168 +132 +13> +022  +20°0 +158  +10a
06 737 59 02 200 157 824 09 62.3 235 131
Guzerd +0,06* 40,82 +0,3P +0,022  +0,7b +0,9P +0,92 +0,1° +1,22 +1,52 +1,32

Frag. ADN: Fragmentacion de ADN (%). NV/P: No viables/protaminados (%). NV/NP: No viables/no
protaminados (%). V/INP: Viables/no protaminados (%). V/P: Viables/protaminados (%). AWM Alto:

Potencial mitocondrial alto (%). AWM Bajo: Potencial mitocondrial bajo (%). M/NCAP: Muertos/ no
capacitados (%). M/CAP: Muertos/ capacitados (%). V/ICAP: Viables/ capacitados (%). VINCAP:

Viables/ no capacitados (%).

Con relacion a los datos expuestos en la tabla 5, los espermatozoides V/P

presentaron mayor poblaciéon de AWM Alto por lo que se deduce que hubo una

mayor tasa de actividad mitocondrial. Ademas, hubo correlacién positiva entre la

fragmentacién de su ADN, y aquellos y vivos no capacitados.

Tabla 5. Anélisis de correlacion entre la protaminacion, la actividad mitocondrial y la

capacitacion de espermatozoides bovinos criopresevados.

FRAG.

ADN AWM Alto AWM Bajo M/NCAP M/CAP  VICAP VINCAP

NV/P -0,30 -0,45 0,46 -0,20 0,47 -0,06 -0,30
0,0004 <,0001 <,0001 0,01 <,0001 0,46 0,0004

NV/NP 0,31 -0,10 0,12 -0,13 -0,04 -0,12 -0,07

0,0002 0,21 0,15 0,11 0,58 0,15 0,36

VINP 0,18 0,30 -0,29 0,08 -0,35 0,10 0,24

0,03 0,0003 0,0006 0,32 <,0001 0,21 0,003

V/IP 0,17 0,63 -0,65 0,34 -0,57 0,15 0,42
0,04 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,06 <,0001

Frag. ADN: Fragmentacién de ADN (%). AWM Alto: Potencial mitocondrial alto (%). AWM Bajo:
Potencial mitocondrial bajo (%). M/NCAP: Muertos/ no capacitados (%). M/CAP: Muertos/

capacitados (%). V/ICAP: Viables/ capacitados (%). V/INCAP: Viables/ no capacitados (%).



Tabla 6. Analisis de correlacion entre la protaminacion y la calidad del semen bovino

criopreservado.
MT MP VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN RAP VE MA HOS
wp 030 021 8'8(2) <0'(f070 60(’)%36 021 -0,05 8'(2)8 012 -030 -013 -022 -018
0001 002 2 ! ! 002 058 290 95 0001 015 001 004
05 1 3 2
NV 0003 003 028 (-)Oé%%) (')Oé%%) 017 -004 -020 -005 001 -002 005 004
097 071 o000 & ! 006 061 003 054 086 078 054 7
8 7
2 0,62
VNP 023 021 . -019 -008 008 006 021 021 027 -003 016 015
001 002 J1° 003 037 036 049 002 002 0003 071 008 0,10
VP 042 033 . 026 021 015 011 -023 011 040 021 8’5(8) 8’38
<0001 00004 >2T 0005 002 010 024 001 022 <0001 002 °F "

MT: Movilidad total (%). MP: Movilidad progresiva (um/s). VAP: Velocidad media (um/s). VSL:
Velocidad rectilinea (um/s). VCL: Velocidad curvilinea (um/s). ALH: Amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza (um). BCF: Frecuencia de batida (Hz). STR: Rectitud (%). LIN: Linealidad (%).
RAP: Répidos (%). VE: Vitalidad espermatica (%). MA: Morfologia anormal (%). HOS: Integridad de

la membrana plasmatica (%).

Discusioén

Dentro de las biotecnologias reproductivas en animales, la criopreservacion de
semen bovino es una de las técnicas mas utilizadas y distribuida a nivel mundial en
la industria ganadera, siendo la congelacion un método agresivo al cual se enfrentan
los espermatozoides. Este procedimiento no induce a defectos ultraestructurales,
no obstante, si puede reducir la movilidad, viabilidad y aumentar las anomalias de
los mismos. Los dafios mas evidentes se encuentran en la estructura de la
membrana plasmatica, donde se pueden originar membranas hinchadas y alteradas
después de la etapa de congelacién-descongelacion. También se puede evidenciar
dafio acrosomico, mitocondrial, y a nivel molecular pueden ocurrir cambios en la
cromatina, fragmentacion del ADN, degradacion del ARNm, variaciones
epigenéticas y de la expresion génica, entre otros, después del proceso de

congelacion. (5,6,7).



El ADN espermatico esta organizado de forma diferente al de las células somaticas.
Alli éste se encuentra unido a una serie de proteinas llamadas histonas, mientras
gue en el espermatozoide hay un proceso de remodelacién y compactacion. Esta
remodelacion inicia en el nacleo con el remplazo de las histonas, en primer lugar,
por variantes de histonas especificas del testiculo, luego estas son reemplazadas
por proteinas de transicion y posteriormente ocurre la incorporacion de las
protaminas (10). La finalidad de las protaminas es proteger el material genético del
espermatozoide frente a factores enddgenos o exégenos (nucleasas, radicales
libres 0 mutagenos) y el transporte del ADN de los espermatozoides hacia el 6vulo
(23, 24). Cualquier falla en el proceso de protaminacién implica el dafio del
espermatozoide, conllevando a la fragmentacion del ADN, que a su vez conduce a
un menor éxito en la fertilizacion (25). Por ejemplo, en humanos la fragmentacion
del ADN espermatico se ha consolidado como un biomarcador interesante para
mejorar el analisis del semen, ya que ha sido un factor estrechamente relacionado

con indicadores de salud reproductiva masculina (26).

La raza Blanco Orejinegro es perteneciente a la especie BosTaurus. siendo una
raza antigua, con grandes atributos en su rusticidad productividad y fertilidad. Las
hembras criollas obtienen un mayor porcentaje de natalidad, una menor edad al
primer servicio y parto (27). En el presente estudio se encontr6 que la raza BON
presentd mejores resultados en cuanto a la calidad y cinética espermatica (MP,
VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, LIN, RAP, MA, HOS) en semen descongelado cuando
fue comparado con la raza Guzera (Bos indicus) (Tabla 3). Estudios sefialan
caracteristicas positivas para la cinética espermatica en machos de razas criollas,
resaltando la importancia de esto en el proceso de fertilizacion (28)(29). Ademas, la
produccion de espermatozoides maduros en machos cebuinos generalmente ocurre
de manera tardia (12 y 20 meses) en comparacion con los animales taurinos (6 y 9
meses de edad) (30).

En cuanto a la protaminacion espermatica se evidencid que hubo un mayor

porcentaje de espermatozoides protaminados en la raza BON, sin embargo, esto no



se vio reflejado en la fragmentacion del ADN, donde la raza Guzera presento valores
inferiores cuando fue comparado. Por lo anterior, se puede inferir que el ADN
espermatico puede fragmentarse independientemente de la presencia o no de
espermas protaminados. Un conjunto de factores extrinsecos e intrinsecos pueden
causar la fragmentacion del ADN del esperma, incluido el estrés oxidativo, la
apoptosis abortiva, las deficiencias en la recombinacion, la edad, la manipulacién
del semen, el estrés térmico, las vacunas y las infecciones bacterianas (31). La
época del afio puede también afectar la integridad de la cromatina espermatica; en
toros taurinos, por ejemplo, el semen colectado en primavera y verano presento
mayor nivel de fragmentacién del ADN que el colectado en otofio e invierno (32). En
bovinos machos de la raza Nelore, se ha usado la tincion con cromomicina A3 en
semen congelado-descongelado para detectar la deficiencia de protaminacién
espermética, determindndose que la infertilidad en los toros puede no estar

relacionada directamente con la deficiencia de protaminacién (33).

El potencial de membrana mitocondrial (AWM) alto fue mayor para los
espermatozoides de la raza BON demostrando una relacién con los valores
encontrados sobre la calidad del semen bovino criopreservado. En equinos hay
estudios que demuestran la relacién entre la actividad mitocondrial y su influencia
en la movilidad espermética (34). Asimismo, el AWM alto fue mayor en los
espermatozoides viables/protaminados (V/P), ademas de que estos tuvieron
relacion directa con los espermatozoides viables/no capacitados (V/NCAP),
pudiéndose inferir que esta poblacidon no se capacitd prematuramente. Segun lo
reportado por Giaccagli y Gomez (35), sefialan que existe una fuerte asociacion
entre la alta actividad mitocondrial y la movilidad en espermatozoides capacitados.

Se presento6 una relaciéon inversa entre la fragmentacién del ADN y el AWM Bajo con
el semen no viable/protaminado (NV/P) (Tabla 5); del mismo modo, los NV/P
presentaron una relacion negativa con MT, MP, RAP, MA y HOS (Tabla 6). En

humanos se observo que habia correlacion entre espermatozoides de baja o nula



actividad mitocondrial con la fragmentacién de su ADN, donde los hombres obesos

fueron quienes presentaron un mayor porcentaje (36).

Los espermatozoides vibles/protaminados (V/P) mostraron una correlacion positiva
con algunas variables de cinética y viabilidad espermética como: MT, MP, RAP, VE,
y HOS (Tabla 6). Se ha demostrado que la deficiencia de protamina se correlaciona
con parametros disminuidos del espermatozoide, incluyendo concentracion,
motilidad y morfologia (37,38,39). Otra hipétesis que respalda la relacion entre las
protaminas y la calidad del semen es que la transcripcion y/o traduccion de
protaminas puede actuar como punto de control durante la espermatogénesis, con
la espermatogénesis directamente asociada a la cantidad relativa de protamina,
afectando la fertilidad del reproductor, en la que cualquier alteracion en esta
proporcion se asocia con fragmentacion del ADN, mala fertilizacion y reduccién de
la tasa de concepcion (11, 38, 39). Lo anterior respalda lo encontrado en el presente
estudio, donde el esperma viable/no protaminado (V/NP) present6 una correlacion

positiva y significativa con la fragmentacion de su ADN.

Conclusion

Se concluye que existe un efecto de la raza sobre la protaminacion y la calidad del
semen bovino congelado- descongelado, siendo la raza Blanco Orejinegro (BON) la
gue mostré una mayor poblaciébn de espermatozoides viables/protaminados al

compararse con la raza Guzera.

Este estudio puede ser una base para futuras investigaciones centradas en la
evaluacion de la protaminacion espermatica en machos bovinos taurinos y
cebuinos, asi como en razas criollas o autdctonas, como rasgo fundamental para la
integridad del ADN espermatico y la utilizacion de semen bovino descongelado en
el desarrollo de biotecnologias reproductivas.
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