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Resumen

En el estudio se evaluo el efecto de descongelar y aplicar semen de bovinos Bos Taurus en 33 ganaderias
del Magdalena Medio colombiano, y se estudio in vitro el efecto de la injuria encontrada sobre la integri-
dad de las membranas espermaticas. La informacién en fincas se recopilé mediante formulario especifico,
mientras que el estudio in vitro se ejecut6 en el laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal del
Instituto Universitario de la Paz (Barrancabermeja, Santander). El estudio consistié en someter pajillas
comerciales de 0.5 ml de toros Holstein y Pardo Suizo a la técnica convencional y a tres modificaciones
de esta (injurias) mediante un disefio randomizado. Ninguna de las fincas evaluadas aplico correctamente
la practica de la inseminacion artificial; errores notorios fueron: exceso de tiempo durante la extraccion
de la pajilla, descongelacion en la regién axilar y no combinacién correcta entre tiempo y temperatura.
Los resultados evidenciaron diferencia significativa (P<0.05) por efecto de la raza para la integridad y
resistencia de las membranas espermaticas, para la integridad de las membranas por efecto de los trata-
mientos cuando la pajilla se descongelo a temperatura corporal en la region axilar y para la integridad de
la membrana acrosomal cuando la extraccion de la pajilla se realizé en forma incorrecta. El semen de la
raza Holstein evidencia una ligera tendencia a ser mas resistente que el de la raza Pardo Suizo.
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Abstract

This study evaluated the semen thawing and application effect in 33 bovine cattle farms in the Colombian
Magdalena Medio region and studied in vitro, the injury effect found on the integrity of sperm membranes.
The information was collected in farms by a specific paper form. The in vitro study was carried out in the
Reproductive Animal Biotechnology laboratory at the Instituto Universitario de la Paz (Barrancabermeja,
Santander, Colombia). The study consisted of exposing commercial 0.5 ml straws of bull Holstein and
Brown Swiss to the conventional technique, and three modifications thereof (injuries) by a randomized
design. None of the farms evaluated applied correctly the practice of artificial insemination. Evident errors
were: Time excess for extraction of the straw, thawing in the axillary region and incorrect combination
of time and temperature. The results showed significant difference (P <0.05) by the race effect for the
integrity and strength of the plasma membrane, also for the integrity of the membranes by treatment effect,
when the straw was thawed at body temperature in the axillary region and for the integrity of the acro-
somal membrane when extraction straw was performed incorrectly. Holstein semen evidences a slight
tendency to be more resistant than the Brown Swiss breed.

Keywords: acrosome; artificial insemination; genotype; plasma; reproductive biotechnology.

10 - Revista Ciencia y Agricultura (Rev Cien Agri) Vol. 13 (1). ISSN 0122-8420. Enero - Junio 2016, pp. 9-18. Tunja (Boyacd) - Colombia.



Introduccion

La inseminacién artificial (IA) es la biotecnologia
reproductiva mas empleada en las empresas gana-
deras; su consolidacion se ha logrado a partir del
uso de semen congelado empacado en pajillas de
0.25 y 0.5 ml, el cual es aplicado en el cuerpo
del atero mediante una técnica instrumental (TI)
especifica (1), y su utilizacion ha contribuido noto-
riamente al mejoramiento genético y, consecuen-
cialmente, al aumento de la productividad; no
obstante, fallas en la practica instrumental pueden
afectar de manera grave la célula espermética, en
detrimento de la fertilidad y la productividad (2, 3).

La evaluacion de la fertilidad de un reproductor y
de la manera como es afectada por la manipula-
cion del semen, sea en fresco o criopreservado, re-
quiere mayor estudio de los factores involucrados
en el proceso (4, 5). La calidad del semen de un
toro puede afectarse intrinseca y extrinsecamen-
te (4); en el primer caso, puede ser por factores
genéticos, nutricionales, toxicos, de estrés y edad
(6), mientras que en el segundo, por fallas en su
manipulacion, derivadas de los protocolos de con-
gelacion y descongelacion o de la no permanencia
a las temperaturas indicadas (7, 8).

La criopreservacion de semen a -196 °C detiene
todos los procesos metabolicos, lo que permi-
te su conservacién de manera indefinida (9); sin
embargo, tanto en la criopreservacion como en la
descongelacion se pueden presentar errores que
inducen alteraciones en las membranas celulares,
los organelos y la interaccion célula-celula, que a
la postre afectan la capacidad fecundante del es-
permatozoide (10). El retorno a las condiciones
fisiolégicas, el cual ocurre durante la descongela-
cion, es critico para la supervivencia celular (11),
por lo que exige maximo cuidado con el tiempo,
la temperatura y la manipulacién de la pajilla; asf,
por ejemplo, la descongelacién de pajillas durante
mas de 30 segundos en temperaturas mayores a los
37 °C redundara en mayor nimero de alteraciones
espermaticas (7, 12), y en porcentajes mas altos de
retorno al celo (3, 13). Alteraciones similares suce-
den cuando se manipulan las pajillas por fuera del
cuello del termo de almacenamiento, o cuando los

niveles de nitrégeno liquido son insuficientes para
mantener la temperatura de -196 °C (14). Ademas,
las bajas temperaturas estan asociadas con el au-
mento de la rigidez de la membrana espermatica y
con la reduccion de la velocidad del movimiento
de moléculas a través de la membrana, mediante
los procesos de transporte activo, que terminan so-
metiendo la célula a estrés osmotico (15, 16) o a
shock por frio, con los consecuentes cambios en la
estructura del acrosoma (2, 17).

Con el objetivo de detectar errores de los insemi-
nadores en la implementacién de la Tl con semen
congelado, que conllevan injuria a la célula esper-
matica, se observaron 33 hatos en el Magdalena
Medio colombiano, se replicaron los principales
de ellos en el Laboratorio y se evalué el efecto de
tales errores sobre la integridad de las membranas
espermaticas.

Materiales y métodos

Primera fase: A través de la observacién y median-
te el diligenciamiento de un formato, se detectaron
los principales errores que cometieron 33 insemi-
nadores al implementar la Tl en hatos con progra-
mas de IA; esto permitié obtener informacién acer-
ca de las caracteristicas criticas del proceso. Los
factores contemplados en el formato fueron: esta-
do fisico del termo, su sitio de almacenamiento,
el nivel del nitrégeno liquido, la temperatura y el
tiempo durante las diferentes etapas del proceso, la
forma de extraccion, descongelaciéon y puesta de
la pajilla en el cuerpo del utero.

Segunda fase: Mediante revisién bibliografica,
se seleccionaron los errores que mayor injuria le
podrian causar a la integridad de la célula esper-
matica, y se implementé un modelo experimental
in vitro, en el Laboratorio de Biotecnologia Repro-
ductiva Animal (LABRA) del Instituto Universitario
de la Paz (Barrancabermeja, Santander, Colombia).
Se establecieron 4 tratamientos, 2 razas del Bos
Taurus por tratamiento (Holstein y Pardo Suizo) y 3
réplicas por raza. Se utilizaron pajillas comerciales
de 0.5 ml (30x10° espermatozoides). Las cuatro Tl
disenadas fueron: Tl 1. Protocolo convencional, es
decir, el protocolo establecido: extraer la pajilla en
un tiempo no superior a 15 segundos y a nivel del
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cuello del termo y descongelarla en bano maria
a 37 °C durante 30 segundos. Tl 2. Descongela-
cion de las pajillas en la region axilar, es decir,
por el calor corporal en la parte ventral de la re-
gion axilar, durante 30 segundos. Tl 3. Desconge-
lacién de la pajilla durante ocho minutos, en agua
a 37 °C. Tl 4. Extraccion incorrecta de la pajilla;
en esta técnica, la canastilla y la escalerilla con las
pajillas fueron expuestas por fuera del cuello del
termo de criopreservacién, durante 30 segundos,
tres veces al dia, cuatro dias consecutivos, antes
de utilizar su contenido para el andlisis in vitro.
Con el fin de descartar el criopreservante, el cual
imposibilita la evaluacion objetiva de las variables,
una vez realizada la descongelacién de la pajilla
en los cuatro protocolos, se diluyé el semen en 3.5
ml de solucién salina fosfato-bufferada (PBS), a 37
°C, se centrifugé a 500 g durante 5 minutos y se
eliminé el sobrenadante; este proceso se realizé
dos veces, y el sedimento se utilizo para realizar el
analisis in vitro (18, 19). Teniendo en cuenta que
la centrifugacion acentta algunas alteraciones de
la célula espermatica, en este experimento todas
las réplicas fueron sometidas al mismo tratamien-
to; es de anotar que, no obstante, (20) encontro
alteraciones de la membrana plasmatica solo cuan-
do centrifugé el semen en peroxido de hidrégeno
a 700 gy durante 45 minutos. Las variables evalua-
das fueron: Integridad de la Membrana plasmatica
(IMp), cuya valoracion se hizo mediante la prueba
Hipoosmotic Swelling Test (HOST) (21); Resisten-
cia de la Membrana plasmatica (RMp), utilizando
la prueba Osmotic Resistance Test (ORT) (21), e

Integridad de la Membrana acrosomal (IMa), cuya
evaluacion se realizé siguiendo el protocolo pro-
puesto por (22, 23, 24). Para los conteos se utilizd
el microscopio de contraste de fase (magnificacion
400X). Los resultados se expresaron en porcentaje
de espermatozoides positivos (para IMp y RMp) y
con cresta apical normal con dos conteos de 100
(para IMa). RMp/IMa, la resistencia de la membra-
na plasmatica y la integridad de la membrana acro-
somal, se realizé fijando los espermatozoides con
glutaraldehido al 2% en una solucién ORT (Osmo-
tic Resistance Test, en dilucién 1:1), utilizando un
Microscopio de contraste de fases (magnificacion
400X) (25). El resultado se dio en porcentaje.

Para el andlisis de los resultados de la primera
fase se utilizé la estadistica descriptiva, y para la
segunda fase se usaron graficos de cajas y bigotes
“BOXPLOT” y tablas de contingencia. Se compa-
raron los resultados en cada raza respecto a los
tratamientos usados mediante ANOVA. Para las
comparaciones multiples se utiliz6 TUKEY. Las
pruebas estadisticas se compararon al nivel de sig-
nificacion méxima de 0.05, usando el programa
IBM SPSS Statistics 22.0.

Resultados y discusion

Primera fase: Los hallazgos encontrados en las 33
fincas (Tabla I) evidencian irregularidades en todas
las caracteristicas observadas, las cuales compro-
meten la viabilidad espermatica y, consecuencial-
mente, la fertilidad del hato (26).

Tabla I. Sintesis de los hallazgos para las variables evaluadas

item Con fallas (%) Sin fallas (%)

Condiciones del termo 3 97
Almacenamiento del termo 85 15
Nivel de nitrégeno 18 82
Extraccion y descongelacién del semen (extrac-

cion incorrecta de la pajilla- descongelacion en 95 s

la regién axilar- descongelacion por mas de 30

segundos)

Caracteristicas de la inseminacion 90 10
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El promedio del tiempo utilizado para la extraccién
de la pajilla en las 33 fincas observadas estuvo por
encima del maximo permitido (10-15s); en varios
casos se observo la manipulacién de la pajilla por
fuera del cuello del termo, esto produce cambios
de temperatura en la pajilla, lo que conlleva alte-
raciones de los organelos de la célula espermatica
—el dano producido es proporcional al grado y du-
racion del calentamiento, no se puede determinar
externamente, ni se arregla al almacenar la pajilla
otra vez correctamente (27, 28); a pesar de que la
pajilla debe ser utilizada en los primeros cinco mi-
nutos después de su descongelamiento, varios de

los inseminadores observados demoraron mas de
5 minutos, situacion que compromete la membra-
na espermatica, pues al ser sometida a estrés oca-
siona en ella cambios lipidicos de dificil reversion
(16, 29); aunque el protocolo convencional reco-
mienda descongelar la pajilla a 37 °C durante 30
segundos, en un bafo maria (3), se observaron in-
seminadores descongelandola en la regién axilar.

Segunda fase: En los resultados, de la Tabla Il, se
puede evidenciar que existe diferencia significati-
va (P<0.05) por efecto de la raza para la integri-
dad y resistencia de las membranas espermaticas.

Tabla Il. Efecto de la raza sobre la integridad de las membranas espermaticas

RMp

0,001

Genotipos IMp
Holstein 0,015
Pardo Suizo | 0,001

0,001

IMa IMp/IMa
0,001 | 0,002
0,001 | 0,001

Tabla Ill. Comparacion de la integridad de la membrana plasmaética (IMp) entre tratamientos por raza
mediante Tukey

] Holstein Pardo Suizo
Tratamientos
T1 T2 T3 T1 T2 T3
T4 aa aa aa ab aa aa
T3 ab aa ab aa
T2 ab aa ab aa

* Letras diferentes indican diferencia significativa (p <0,05).

Tabla IV. Comparacion para la resistencia de la membrana plasmatica (RMp), la integridad de la
membrana acrosomal (IMa) y la RMp/IMa mediante Tukey

) Holstein Pardo Suizo
Tratamientos
T1 T2 T3 T1 T2 T3
T4 ab aa aa ab aa aa
T3 ab aa ab aa
T2 ab aa ab aa

* Letras diferentes indican diferencia significativa (p <0,05).

Segun (24), el semen contenido en las pajillas re-
siste de diferente manera los efectos detrimentales
de la criopreservaciéon sobre la integridad de las
membranas espermadticas; légicamente, y en ese
mismo orden de ideas, resisten la injuria a la que
son sometidas en el proceso de implementacion
de la Tl en los programas de IA. Situacién grave,
si se tiene en cuenta que solo los espermatozoides

que son capaces de realizar la reaccion acrosomal
de manera sincronizada con la fase de penetracion
del oocito, tienen la habilidad de pasar a través de
la zona peltcida y, como consecuencia, fusionar-
se con este para formar un embrién (30). En las
investigaciones de (31), realizadas en estas mismas
razas, aunque las medias disminuyeron a causa de
la manipulacion (criopreservacion), no hubo dife-
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rencia significativa (p <0,05) para la integridad de
las membranas espermaticas.

Los resultados de la Tabla V muestran diferencia
significativa (p<0,05) para la IMa, cuando se im-
plementé el protocolo convencional (T1); diferen-

cia significativa (P<0,05) para la IMp, la IMa y la
RMp/IMa, cuando la pajilla se descongelé a tem-
peratura corporal en la regién axilar (T2), y para la
IMa, cuando la extraccién de la pajilla se realizé
en forma incorrecta (T4).

Tabla V. Efecto de los tratamientos sobre la integridad espermatica

Variable Sig.
T1 T2 T3 T4
IMp 0,840 0,031 0,834 0,146
RMp 0,135 0,064 0,295 0,344
IMa 0,010 0,014 0,109 0,031
RMp/IMa 0,165 0,035 0,106 0,096

Las afectaciones parten del envasado del semen;
segun (32), la diferencia mas importante es la re-
lacion superficie-volumen, ya que determina la
velocidad a la que se suceden los cambios de tem-
peratura dentro de la dosis. Debido a que la re-
lacién superficie-volumen es amplia en la pajilla,
la hace significativamente mds sensible a la mani-
pulacién incorrecta en el momento de la extrac-
ciéon o cuando se tiene que pasar de un termo a
otro, afectandose fundamentalmente la integridad
de las membranas espermaticas. (33) afirma que
la manipulacién rutinaria de las canastillas, la cual
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implica subirlas hasta el cuello del termo, afecta
notoriamente los organelos de la célula esperma-
tica, debido a las fluctuaciones de temperatura a
la que son sometidas constantemente. (34) simu-
laron esta situacion y encontraron que las pajillas,
sobre todo las almacenadas en la parte superior
del termo, sufrieron mas dano acrosomal que las
ubicadas en la parte inferior. Sin embargo, (35) no
encontro variaciones en la integridad espermatica
trabajando de 6 a 18 meses en termos utilizados en
programas de |A.

207

Integridad de la membrana plasmitica
utilizando la prueba de HOST.
3
s

T
Ermores enla
menpulacion de la
pajlla por fuera del
cuello del termo

T
Descongelacion
durante 8 minutos

T
Descongelacion de la
paplla en la axla
durante 30 segundos

Tratamiento

Genotipo
[]Holstem [[J Pardo Swiza

Figura 1. Comparacion de medias para la resistencia de la membrana plasmética (RMP) y la integridad de

la membrana plasmatica (IMP)
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Respecto al genotipo, el trabajo de (36) reporta
que el semen de la raza Holstein evidencia una
tendencia a ser mas resistente a la injuria que el
de la raza Pardo Suizo, coincidiendo con los re-
sultados de esta investigacion. (37) afirma, en sus
investigaciones con semen de toro Holstein, que
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la inseminacion una vez descongelada la dosis.
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Figura 2. Comparacion de medias para la integridad de la membrana acrosomal (IMa) y la integridad de

la membrana plasmatica y acrosomal (IMp/IMa)

En investigaciones que evaluaron el efecto de la
criopreservacion sobre las variables trabajadas se
evidencia el efecto de la criopreservacién sobre
ambas membranas (plasmética y acrosomal), con
resultados porcentuales mas altos (41 % para la
IMp vy 48 % para IMa) que los obtenidos en este
trabajo (31, 38), lo que estaria sugiriendo un dano
agregado por las fallas en la manipulacion de las
pajillas al momento de implementar la Tl en la IA.
Los resultados en la evaluacién de la IMp y de la
IMa son muy relevantes debido a que el ORT ha
demostrado tener una correlacién alta y positiva
con la capacidad fecundante del espermatozoide
(38). Sin duda alguna, las fallas en la manipulacién
de la pajilla afectan la funcionalidad espermética
causando un efecto deletéreo sobre la funcion del
acrosoma (39, 40) y de la membrana plasmatica,
potencial de membrana mitocondrial e integridad
del ADN (41). Los espermatozoides sometidos a
injuria estan sujetos a una serie de alteraciones en
su estructura, tales como dilataciéon y rompimiento

a nivel de la membrana, con cambios de permea-
bilidad en esta y cambios en la estructura de fosfo-
lipidos y proteinas, que traen como consecuencia
una reduccion en su motilidad y viabilidad esper-
maticas (42, 43).

Conclusiones

En la implementacion de la técnica instrumental
en los programas de inseminacioén artificial anali-
zados, las observaciones a los 33 inseminadores
permitieron detectar fallas de gran relevancia para
la calidad del semen congelado-descongelado. La
integridad de las membranas espermaticas se vio
afectada en cada uno de los genotipos evaluados
cuando se implementaron variaciones en el proto-
colo convencional, mientras que los dafios detri-
mentales se evidenciaron cuando las pajillas fue-
ron descongeladas en la region axilar. El semen de
la raza Holstein evidencia una ligera tendencia a
ser mas resistente que el de la raza Pardo Suizo.
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