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Resumen

El presente trabajo evalué la criopreservacion a -196°C, la descongelacion y la
aplicacion del semen, en 33 ganaderias bovinas del Magdalena Medio y se estudid,
in vitro, el efecto de los errores encontrados sobre la supervivencia e integridad de
las membranas espermaticas. La recoleccion de informacion en fincas se realizo
mediante formulario especifico. El estudio in vitro se ejecut6é en el laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva Animal del Instituto Universitario de la Paz
(Barrancabermeja, Colombia), y consistio en someter pajillas comerciales de 0.5 ml
de toros Braman y Gyr a la técnica instrumental convencional y a tres modificaciones
de la misma (errores frecuentes), en un disefio completamente al azar. En ninguna
de las fincas evaluadas se aplico correctamente la practica de la inseminacién
artificial (IA). Los errores mas frecuentes y notorios fueron: el exceso de tiempo
utilizado para la extraccion de la pajilla del termo de almacenamiento, la
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descongelacion de la pajilla en la axila y la no combinacidn correcta entre tiempo y
temperatura. No existi6 diferencia significativa (P>0.01) entre los tratamientos
evaluados para la supervivencia (S), la integridad acrosdmica (MAN) y la integridad
estructural de la membrana plasmatica (MPN). No obstante toman relevancia los
resultados porcentuales respecto al tratamiento convencional, los cuales, fueron los
anicos que estuvieron por encima de las medias establecidas como minimas en
favor de la capacidad fecundante del semen. Los valores mas bajos para
supervivencia, integridad y resistencia de membranas correspondieron al semen del
genotipo Brahman. Los resultados evidenciaron, en el genotipo Gyr, una mayor
resistencia a la injuria y a la accion deletérea por efecto de la criopreservacion y por
efecto de las fallas en el manejo de la temperatura en el momento de la
descongelacion de la pajilla.

Palabras clave: Acrosoma, inseminacion, genotipo, plasmatica, supervivencia

Abstract

This paper evaluated the cryopreservation effect; thawing and semen application in
33 bovine herds in the Middle Magdalena and studied, in vitro, the effect of the found
errors on the integrity of the sperm membrane. Information on farms was performed
using specific form. The in vitro study was carried out in the laboratory of
Reproductive Animal Biotechnology of Instituto Universitario de la Paz and consisted
in putting commercial straws of 0.5 ml of Brahman and Gyr bulls to the conventional
technique and to three amendments thereto (errors) by a randomized design. None
of the evaluated farms applied correctly the practice of artificial insemination (Al).
The glaring errors were: excess time used to extract the straw, thawing in the armpit
and not right combination of time and temperature. There was no significant
difference (P> 0.01) between the evaluated treatments for survival (S), the acrosome
integrity (MAN) and the structural integrity of the plasma membrane (MPN). Become
significant the resulted percentages compared to conventional treatment, which
were above the averages established as minimum in favor of the fertilizing capacity
of semen. The lowest values for survival, integrity and resistance membrane
corresponded to genotype Brahman semen. The Gyr genotype showed a greater
resistance to injury and deleterious action by effect of cryopreservation and the effect
of failures in the handling of the temperature at the time of defrosting of the straw.

Key words: Acrosome, insemination, genotype, plasmatic, survival

Resumo

O presente trabalho avaliou a criopreservacao a -196°C, o descongelamento e a
aplicacdo do sémen, em 33 fazendas bovinas do Magdalena Meio e estudou-se, in
vitro, o efeito dos erros encontrados a respeito da supervivéncia e integridade das
membranas espermaticas. A coleta da informacdo em fazendas realizou-se
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mediante formulario especifico. O estudo in vitro executou-se no laboratério de
Biotecnologia Reprodutiva Animal do Instituto Universitario da Paz
(Barrancabermeja, Colémbia), e consistiu em someter canudos comerciais de 0.5
ml de touros Braman e Gyr a técnica instrumental convencional e a trés
modificacbes da mesma (erros frequentes), em um design completamente ao
acaso. Em nenhuma das fazendas avaliadas aplicou-se corretamente a prética da
inseminacao artificial (IA). Os erros mais frequentes e notorios foram: o excesso de
tempo utilizado para a extracdo do canudo da termo de armazenamento, O
descongelamento do canudo na axila e a ndo combinacao correta entre tempo e
temperatura. Nao existiu diferenca significativa (P>0.01) entre os tratamentos
avaliados para a supervivéncia (S), a integridade acrossémica (MAN) e a
integridade estrutural da membrana plasmatica (MPN). No entanto tomam
relevancia os resultados percentuais a respeito do tratamento convencional, 0s
quais, foram os Unicos que estiveram por encima das medias estabelecidas como
minimas e favor da capacidade fecundante do sémen. Os valores mais baixos para
supervivéncia, integridade e resisténcia de membranas correspondem ao sémen do
gendtipo Brahman. Os resultados evidenciaram, no gendtipo Gyr, uma maior
resisténcia a injuria e a acdo deletéria pelo efeito da criopreservacao e pelo efeito
das falhas no manejo da temperatura no momento do descongelamento do canudo.

Palavras chave: Acrossdma, inseminacao, genétipo, plasmatica, supervivéncia
Introduccion

La IA, biotecnologia reproductiva mas empleada en las empresas ganaderas, es de
facil implementacién. Su consolidacion se ha logrado a partir del uso de semen
congelado empacado en pajillas de 0.25 y 0.5 ml y de su aplicacién en el cuerpo del
Gtero mediante una técnica instrumental (T1) especifica (Foote, 2002). La utilizaciéon
de esta biotecnologia ha contribuido notoriamente al mejoramiento genético y al
aumento de la productividad y rentabilidad de los hatos ganaderos en los cuales se
ha implementado; no obstante, errores en la practica instrumental pueden afectar
de manera grave la célula espermatica en detrimento de la fertilidad y la
productividad de la empresa (Nur et al, 2006; Pace et al, 1981).

La evaluacion de la fertilidad de un reproductor y la manera como es afectada por
la manipulacion del semen, ya sea en fresco o criopreservado, requiere un mayor
estudio de los factores involucrados en el proceso (Barth and Waldner, 2002;
Saacke, 2003). La calidad del semen de un toro puede afectarse intrinseca y
extrinsecamente (Barth and Waldner, 2002). En el primer caso, segun Spitzer,
(2000) los factores pueden ser genéticos, nutricionales, toxicos, de estrés y edad.
En el segundo caso puede ser por fallas en la manipulacion del semen, las cuales
derivan de los protocolos de congelacién y descongelacion y no de la permanencia
a temperaturas bajas, siempre y cuando sean las indicadas (Correa et al; 1996;
Pickett et al; 1978).
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La criopreservacion de semen a -196°C detiene todos los procesos metabdlicos, lo
que permite su conservacion de manera indefinida (Nebel, 1997). Sin embargo,
tanto en la criopreservacion como en la descongelacion se pueden presentar errores
gue inducen alteraciones en las membranas celulares, los organelos y la interaccion
celula-célula, que a la postre afectan la capacidad fecundante del espermatozoide
(Woods et al; 2004). El retorno a las condiciones fisiologicas que ocurre durante la
descongelacioén, es critico para la supervivencia celular (Mazur, 1984), y los pasos
involucrados en la descongelacion exigen maximo cuidado con el tiempo, la
temperatura y la manipulacién de la pajilla; asi por ejemplo, la descongelacion de
pajillas por mas de 30 segundos en temperaturas mayores a los 37°C redundara en
mayor numero de alteraciones de las membranas espermaticas (Correa et al; 1996;
Rodriguez et al; 1975), y en porcentajes mas altos de retorno al celo (Almquist, et
al; 1982; Pace et al, 1981).

Alteraciones similares suceden, cuando se manipulan las pajillas por fuera del cuello
del termo de almacenamiento, o cuando los niveles de nitrdgeno liquido son
insuficientes para mantener la temperatura de -196°C (Berndtson and Pickett,
1978). Ademas, las bajas temperaturas estan asociadas con el aumento de la
rigidez de la membrana espermatica, y con la reduccién de la velocidad del
movimiento de moléculas a través de la membrana, mediante los procesos de
transporte activo, que terminan sometiendo la célula a estrés osmoético (Mendoza;
et al; 2000; Watson, 2000) o a shock por frio, con los consecuentes cambios en la
estructura del acrosoma (Brown et al; 1982; Nur et al, 2006).

Con el objetivo de detectar errores por parte de los inseminadores en la
implementacion de la Tl con semen congelado, se observaron 33 hatos en el
Magdalena Medio, se replicaron los principales en el Laboratorio y se evalud el
efecto de los mismos sobre la supervivencia y la integridad de las membranas
espermaticas.

Materiales y métodos

Primera fase

En esta fase se analizaron las condiciones de criopreservacion a -196°C,
descongelacién y aplicacién del semen, en 33 ganaderias bovinas del Magdalena
Medio. El andlisis de las condiciones de criopreservacion a -196°C, se basé en la
evaluacion de las condiciones de almacenamiento del termo de criopreservacion,
del nivel de nitrdgeno liquido, y del estado de las principales partes del termo (tapa,
canastillas, escalerillas, cubierta externa y regla para verificacion del nivel de
nitrdgeno). Las condiciones de manipulacién, descongelacién y aplicacion del
semen, se registraron directamente en el momento de la actuacion de cada uno de
los 33 inseminadores. La recoleccion de la informacion en las fincas se realizo
mediante el diligenciamiento de un formulario elaborado previamente para este fin.

Segunda fase
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Una vez analizados los 33 formularios se seleccionaron los errores mas relevantes,
con el propdsito de establecer su efecto sobre la supervivencia y la integridad de las
membranas espermaticas (plasmatica y acrosomal), mediante modelo experimental
in vitro, desarrollado en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal
(LABRA) del Instituto Universitario de la Paz (Barrancabermeja, Santander,
Colombia). ElI material experimental usado fueron pajillas comerciales de 0.5 mil
(30x108 epzs), de toros Brahman y Gyr. Se probaron cuatro técnicas instrumentales,
disefiadas para simular los errores detectados en finca, a saber:

TI1. Protocolo convencional: extraccion de las pajillas del termo de almacenamiento
en menos de 10 segundos y descongelacién en agua a 37°C durante 30 segundos.
Antes de vaciar la pajilla se secd con servilleta estéril y su contenido (500ul) se
utilizé para el analisis in vitro.

TI12. Descongelacion en la axila: la descongelacion de las pajillas se realizo en la
axila durante 30 segundos, antes de utilizar su contenido para el analisis in vitro.

TI3. Descongelacion de la pajilla durante ocho minutos: la temperatura del agua
para descongelar la pajilla fue de 37°C, pero el tiempo de descongelacion se
extendio durante ocho minutos antes de utilizar su contenido para el analisis in vitro.

Tl4. Extraccion incorrecta de la pajilla: la canastilla y la escalerilla con las pajillas,
fueron expuestas por fuera del cuello del termo de criopreservacion, durante 30
segundos, tres veces diarias, cuatro dias consecutivos, antes de utilizar su
contenido para el analisis in vitro.

En la implementacion de las cuatro (3) TI, aparte del error, el desarrollé estuvo de
acuerdo al protocolo convencional establecido. La descongelacion de las pajillas en
la TI4 se realiz6 segun el protocolo convencional, es decir, a 37°C por 30 segundos
(Nur et al, 2006; Pickett et al; 1978).

Con el fin de descartar el criopreservante, el cual imposibilita la evaluacion objetiva
de las variables, en los cuatro protocolos, una vez realizada la descongelacion de
la pajilla, se diluyé el semen en 3.5 ml de solucién salina fosfato-bufferada (PBS)
por sus siglas en inglés: (phosphate buffered saline), a 37°C, se centrifugé a 500 g
durante 5 minutos, y se eliminé el sobrenadante. Este proceso se realizé dos veces;
el sedimento se utilizé para realizar el analisis in vitro (Brackett and Oliphant, 1975;
Risopatron et al; 1994).

Las variables evaluadas fueron:

Supervivencia (S): para esta evaluacion se utilizd la tincién eosina-nigrosina (Mayer
et al., 1951), utilizando los reactivos separadamente. El conteo se realizé en el
Microscopio de campo claro (magnificacion 400X). El resultado se dio en porcentaje
de vivos.
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Integridad de la Membrana Acrosomal (MAN): la evaluacion se realiz6 siguiendo
el protocolo propuesto por (Prathalingam et al., 2007; Revell and Mrode, 1994;
Rubio et al., 2009). Para el conteo se utilizd el microscopio de contraste de fase
(magnificacion 400X). El resultado se dio en porcentaje de espermatozoides con
cresta apical normal (NAR, por sus siglas en inglés).

Integridad Bioguimica de la membrana Plasméatica (MPN): la valoracion se hizo
de acuerdo con el protocolo propuesto por (Perez-LLano et al., 2001). El conteo
se realizé en el microscopio de contraste de fase (magnificacion de 400X), para
determinar los positivos. El resultado se dio en porcentaje de espermatozoides
positivos.

MPN/MAN: La integridad de ambas membranas se realiz6 fijando los
espermatozoides con glutaraldehido al 2% en una solucion ORT (Osmotic
Resistance Test, en dilucion 1:1), utilizando un microscopio de contraste de fases
(magnificacion 400X). El resultado se dio en porcentaje (Diaz et al., 2009).

Tratamiento de la informacién

Para el andlisis de los resultados de la primera fase se utilizé la estadistica
descriptiva. Los resultados de la segunda fase se describen a través de graficos de
cajas y bigotes “BOXPLOT”, y a través de tablas de contingencia. Se compararon
los resultados en cada genotipo respecto a los tratamientos usados, mediante la
prueba no paramétrica Jonckheere-Terpstra de alternativas ordenadas para
muestras independientes (tratamientos), y la prueba U de Mann-Whitney para
evaluar diferencias entre los genotipos para cada uno de los tratamientos
empleados. Las pruebas estadisticas se compararon al nivel de significacion
maxima de 0.05, usando el programa IBM SPSS Statistics 22.0.

Resultados Y Discusion

Primera fase:

En la siguiente tabla se describen los hallazgos encontrados en las 33 fincas
evaluadas en estas zonas del Magdalena Medio respecto a las condiciones
propuestas para el desarrollo de este trabajo: condiciones fisicas del termo,
almacenamiento del termo, nivel del nitrégeno liquido, extraccion y descongelacion
del semen y caracteristicas de la inseminacion.

Como se indica en la Tabla 1, los resultados detallan irregularidades respecto a la
estructura fisica y almacenamiento del termo de criopreservacion. Fallas en el
mantenimiento del nivel del nitrogeno liquido. Igualmente fallas en el procedimiento
instrumental, desde la extraccién de la pajilla del termo, hasta la puesta del semen
en el cuerpo del Gtero de la hembra bovina. Situaciones que comprometen la
viabilidad espermatica y la fertilidad del hato (Catena and cabodevila, 1999).
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Tabla 1.Sintesis de los hallazgos.

CON FALLAS | SIN FALLAS

ITEM %) %)
CONDICIONES DEL TERMO 3 97
ALMACENAMIENTO DEL TERMO 85 15
NIVEL DE NITROGENO 18 82
EXTRACCION Y DESCONGELACION - =
DEL SEMEN
CARACTERISTICAS DE LA % 10
INSEMINACION

Algunos de los termos observados, estaban almacenados en sitios con mala
ventilacion y estaban expuestos a la accion directa del sol. Otros, no solamente
estaban expuestos a la luz solar, sino también, almacenado en sitios mal ventilados.
Ademas, se encontraron en zonas donde la temperatura ambiental promedio fue de
32°-34°C, situacion que segun la comisién de urgencias médicas de Madrid (URM)
en sus recomendaciones para el uso del nitrégeno liquido, puede ocasionar, desde
una evaporacion exagerada de este, hasta un comprometimiento de la seguridad
personal de quien los manipula. De acuerdo con Aga Fano el nitrégeno liquido no
es toxico, pero puede causar asfixia al desplazar el oxigeno del aire; ademas la
exposicién a un ambiente deficiente de oxigeno (< 19.5%) puede causar mareo,
nauseas, vomito, depresion, salivacion excesiva, disminucion de la agudeza mental,
pérdida de conocimiento y muerte.

En algunas fincas los termos se encontraron con irregularidades en la tapa y en la
parte externa, situacion que podria ocasionar pérdida de nitrdgeno o como lo
afirman Grub and Wattiaux, (2006) o provocar un estallamiento del mismo por un
cierre hermético o por un bloqueo de la tapa. Las investigaciones de Berndtson and
Pickett, (1978); Pickett et al., (1978) explican la necesidad de mantener los niveles
de nitrégeno liquido en los termos de conservacion de semen bovino, en un nivel
minimo que permita mantener la temperatura al interior de ellos en -196°C, aunque
estos se construyan de diferentes dimensiones y Pace et al., (1981)agrega, que
mas importante que el nivel del nitrégeno, es el hecho de que este produzca los
suficientes vapores para mantener la temperatura alrededor de los -196°C y no
corra riesgo el proceso de criopreservacion.

El promedio del tiempo utilizado para la extraccion de la pajilla en las 33 fincas
observadas estuvo por encima del minimo permitido (10-15 segundos) y la
manipulacion de la misma por fuera del cuello del termo fue observada en varias de
ellas. Situacion, que de acuerdo con Grub and Wattiaux, (2006); Looper, (2000)
producen cambios de temperatura en la pajilla que conllevan dafios de sus
organelos y malos resultados en la fertilidad del hato; el dafio depende del grado y
duracion del calentamiento: hay mas dafio cuanto mas aumenta la temperatura y
MAas veces se realiza este calentamiento; el dafio no se puede ver externamente, ni
se arregla si se almacena la pajilla otra vez correctamente.
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De los Inseminadores que descongelaron la pajilla en agua caliente, algunos lo
hicieron durante tiempos diferentes. Inseminar con pajillas descongeladas por
encima de 37 C durante mas de 30 segundos, segun las investigaciones de Correa
et al.,, (1996); Pace et al., (1981); Pickett et al., (1978); Zekariya et al., 2006)
mostraron los indices mas altos de retorno al celo después de la inseminacion.

Casi el 50% de los Inseminadores observados, utilizaron para la descongelacion
de las pajillas con semen, recipientes sin tapa, situacion que de acuerdo con Angell
et al., (2009); Tortolero et al., (2005), al quedar expuestas a la accidén de los rayos
ultravioleta, podrian ocasionarle dafios al semen, que irian desde la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), hasta la fragmentacion del ADN. Si a este
altimo proceder se le agrega el hecho de que varios de los Inseminadores
observados , no secan la pajilla antes de montarla en el inyector, como lo afirman
Hafez, (2002); Schroeder, (1999),las posibilidades de ocasionar infecciones al
interior del tracto reproductivo de la hembra bovina aumentan.

En las observaciones se reportaron inseminadores que descongelaron la pajilla en
la axila, hecho inusual en la implementacion correcta de este protocolo; utilizar este
método de descongelacion someteria a la pajilla con semen a una variacion de
temperatura que podria conducir a dafio de las membranas esperméticas o a una
excesiva produccion de radicales libres (RL), con el consecuente dafio de la célula
(Tortolero et al., 2005).

Cada pajilla debe ser utilizada en los primeros cinco minutos después de su
descongelamiento, ya que las células espermaticas descongeladas no solo son
susceptibles a la temperatura, sino que también consumen sus reservas
rapidamente (Grub and Wattiaux, 2006). Varios de los Inseminadores observados,
en las 33 fincas visitadas, se demoraron mas de 5 minutos en el proceso de sacar
la pajilla, montarla en el inyector (pistola) y ponerla en el tracto reproductivo de la
hembra bovina dispuesta para inseminar. Situacion que compromete la membrana
espermatica, al ser sometida a estrés, ocasionando cambios lipidicos en la misma
de dificil reversién (Drobnis et al., 1993; Watson, 2000). Al existir pérdida de lipidos,
la membrana plasméatica se afecta por pérdida de su capacidad de expansion
durante la rehidratacién al volver a condiciones isotonicas (Seidel, 2006).

Segunda fase:
Las cuatro técnicas instrumentales, disefiadas para simular los errores detectados
en finca evidenciaron los siguientes resultados relacionados en la tabla 2.

Se uso la prueba estadistica Jonckheere-Terpstra para comparar el efecto de los
tratamientos, entre toros Brahman y Gyr.
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Tabla 2. Distribucién de los tratamientos segin genotipos evaluados.

Genotipo
Brahman Gyr Totel
N° % N° % N° %
Convencional 3 25,0% 3 25,0% 6 25,0%

Descongelacién en la axila 0 . .
durante 30 seg. 25,0% 3 250% 6  250%

Descongelacion por 8 min. 3 25,0% 3 25,0% 6 25,0%
Por fuera del cuello del 25.0% 3 25.0% 6 25.0%

termo
Total 12 100,0% 12 100,0% 24 100,0%

Tratamiento

Segun los resultados de la tabla 3, no hay evidencia suficiente en la muestra para
afirmar que exista diferencia significativa para la supervivencia entre los genotipos
evaluados en la investigacion, lo cual se afirma con una confianza del 95%.

Tabla 3.Comparacidon del porcentaje de supervivencia espermatica entre los Genotipos Brahman y
Gyr.
Estadistico de prueba

Cemoltjpe estandarizado? . P
Brahman -0.995 12 0.320
Gyr 0.498 12 0.618

1Prueba de Jonckheere-Terpstra de alternativas ordenadas para muestras independientes.

Tabla 4. Comparaciones del porcentaje de supervivencia espermatica entre los Tratamientos.
U de Mann-Whitney

Tratamientos estandarizada n p
Convencional 1.091 6 0.400
g):gscongelauon en la axila durante 30 1091 6 0.400
Descongelacién por 8 min. 1.964 6 0.100
Por fuera del cuello del termo 1.964 6 0.100

Los porcentajes de supervivencia entre Brahman y Gyr no varian entre los
tratamientos de descongelaciéon empleados, en forma significativa, al nivel 0.05.

En la figura 1 se observa en términos descriptivos, que el porcentaje de
supervivencia espermatica difiere entre los genotipos bajo los tratamientos
“Descongelamiento por 8 minutos” y “Por fuera del cuello del termo” y difieren
levemente para los tratamientos restantes. Por otro, lado los mayores porcentajes
de supervivencia se observan en el genotipo Gyr bajo los tratamientos
“Convencional” y “Descongelacion por 8 minutos” y “Por fuera del cuello del termo”.

Asi no se haya presentado diferencias significativas entre los tratamientos, en esta
evaluacion, lo porcentual toma mayor relevancia. Cinco (5) de las seis (6) muestras
superaron los porcentajes minimos aceptables (40% en semen congelado-
descongelado), segun lo propuesto e investigado por (Barth et al., 2000; Catena
and Cabodevila, 1999; Gomez and Migliorisi, 2009), basados en las normas
minimas exigidas por el Departamento de Medicina del Rodeo y Teriogenologia de
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la Universidad de Saskatchewan, Canada y que se corresponden con las de las
normas ISO 9002. Una muestra espermética del semen de Brahman, no alcanz6
este minimo, el resultado se da cuando la pajilla se descongel6 en la axila (protocolo
no convencional). Los resultados, para la supervivencia, estuvieron por debajo de
los obtenidos por Cabrera and Pantoja, (2012) solo por el efecto de la
criopreservacion, lo que podria estar sugiriendo efecto a causa de las fallas en la
implementacion de la Técnica Instrumental.
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Figura 1. Distribucién de la supervivencia en Brahman y Gyr bajo cuatro diferentes metodologias de
descongelacion.

Inseminar con semen descongelado con porcentajes por debajo de los minimos de
supervivencia exigidos, comprometeria la fertilidad y la productividad del hato en
general, si se tienen en cuenta todos los aspectos relacionados con el transporte
del espermatozoide y la capacitacion espermatica a que estan sometidas estas
células antes de alcanzar el ampula del oviducto y ser capaz de fecundar un évulo
(Hafez, 2002).

Segun la tabla 5, se observa que no hay evidencia suficiente en la muestra, para
afirmar que exista diferencia significativa para la evaluacion de la Membrana
Plasmatica por efecto de los genotipos evaluados en la investigacion, lo cual se
afirma al comparar los resultados en Brahman y en Gyr, al nivel de significacion
0.05.
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Tabla 5. Comparaciones del porcentaje de Membrana Plasmatica (Test de HOST) entre los
Genotipos Brahman y Gyr.
Estadistico de prueba

Genotipo estandarizado? n P
Brahman -1.279 12 0.201
Gyr -0.855 12 0.393

1 Prueba de Jonckheere-Terpstra de alternativas ordenadas para muestras independientes.

Tabla 6. Comparaciones del porcentaje de Membrana Plasmatica (Test de HOST) entre los
Tratamientos.
U de Mann-Whitney

Tratamientos estandarizada n p
Convencional 1.798 6 0.100
Descongelacion en la axila durante 1771 6 0.100
30 seg.

Descongelaciéon por 8 min. 0.218 6 1.000
Por fuera del cuello del termo 1.964 6 0.100

Las comparaciones del porcentaje de membrana plasméatica entre Brahman y Gyr,
indicaron que no hay evidencia estadistica suficiente en la muestra para afirmar que
exista diferencia significativa entre los tratamientos implementados, utilizando
HOST, lo cual se afirma al nivel 0.05.

En la figura 2, de forma descriptiva, se observa que el comportamiento del
porcentaje de membrana plasmatica para el genotipo Brahman difiere entre
tratamientos; por otra parte, en el genotipo Gyr el porcentaje de membrana
plasmatica difiere entre los tratamientos “convencional” y “por fuera del cuello del
termo “ . Finalmente, en términos descriptivos la respuesta para los genotipos en
estudio es superior bajo el tratamiento convencional, comparado con los otros
métodos de descongelacion empleados.

No se encontrd evidencia significativa por efecto del genotipo en la muestra en la
evaluacion de la membrana plasmatica, utilizando el Test ORT, lo cual se afirma
con una confianza del 95%.

Tabla 7. Comparaciones del porcentaje de resistencia de la Membrana Plasmética (Test ORT) entre
los Genotipos en Brahman y Gyr.

Estadistico de prueba

Genotpo estandarizado? P
Brahman -1.282 12 0.200
Gyr -1.421 12 0.155

1Prueba de Jonckheere-Terpstra de alternativas ordenadas para muestras independientes.
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Figura 2. Distribuciéon del porcentaje de membrana plasmatica (Test de HOST) en Brahman y Gyr
bajo cuatro diferentes metodologias de descongelacion.

La tabla 8 muestra que no hay evidencia suficiente en la muestra, para afirmar que
exista diferencia significativa para la evaluaciéon de la Membrana Plasmatica,
utilizando el Test ORT, lo cual se afirma al nivel de significacion 0.05.

Tabla 8. Comparaciones del porcentaje de resistencia de la Membrana Plasmatica (Test ORT)
entre Brahman y Gyr en Tratamientos.
U de Mann-Whitney

Tratamientos . n p
estandarizada
Convencional 1.964 6 0.100
Descongelacion en la axila 1.964 6 0.100
durante 30 seg.
Descongelacion por 8 min. 1.55 6 0.200
Por fuera del cuello del termo 1.964 6 0.100

Graficamente se observa gque los valores para la Membrana Plasmatica (Test ORT)
son ligeramente mayores en el tratamiento “Convencional” que en los demas
tratamientos empleados (Descongelacibn en la axila por 30 segundos,
descongelacion por 8 minutos y por fuera del cuello del termo), al mismo tiempo se
evidencia que la descongelacion en la axila por 30 segundos genera una respuesta
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inferior en Brahman y ligeramente inferior en Gyr en comparacién con los otros
tratamientos.
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Figura 3.Distribucion del porcentaje de membrana plasmatica (ORT) en Brahman y Gyr bajo cuatro
diferentes metodologias de descongelacion.

Los valores minimos que pueden garantizar una fertilidad idénea para esta variable
enunciados por (Barth et al., 2000; Catena and Cabodevila, 1999; Gomez and
Migliorisi, 2009) son, también, del 40%. Los resultados, como se aprecia en las
figuras 2 y 3, solo favorecen al protocolo convencional y comprometen los demas
tratamientos, exceptuando al genotipo Gyr, cuando la pajilla se maneja por fuera del
cuello de termo y por mas tiempo del recomendado.

Los resultados evidencian alteraciones de la membrana plasmatica, en porcentajes
mas elevados que los que se plantean por accion de la sola criopreservacion (Barth
et al; 2000). Los lipidos (colesterol y acidos grasos) son los componentes mas
abundantes de la membrana plasmatica (Avila et al., 2006). Estos lipidos son los
gue determinan la fluidez vy la resistencia de la membrana durante los procesos de
criopreservacion (Avila et al., 2006). Los resultados evidencian este tipo de
alteraciones, no solo producto del proceso de criopreservacion, pues como lo
demuestra (Rubio et al; 2009) en su investigacion el proceso de criopreservacion
produce alteraciones de las membranas, pero los porcentajes resultantes de un
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buen manejo de la criopreservacion permiten conservar porcentajes idoneos a favor
de la fertilidad de cualquier programa de Inseminacion artificial.

En un trabajo realizado por (Bernardi et al; (2011) el porcentaje de espermatozoides
reaccionados a HOST disminuyo significativamente cuando el tiempo utilizado para
pasar la dosis del termo de nitrogeno al bafio de descongelado fue de 1’ o de 5
(Tabla 2). Esta misma situaciéon se evidencié cuando la temperatura de
descongelado fue de 21, 55, 75 y 95°C y cuando al mantener esta temperatura en
37°C, el tiempo de exposicion fue de 15”7, 5 o 10’ (Tabla 4). Las variaciones
sefaladas de estos dos parametros fueron también significativas al demorar la
inseminacion provocando exposicidon de las dosis a temperatura ambiente (22°C y
9°C) por el término de 20’ (Tabla 5). Situaciones, que si bien no fueron exactamente
las mismas replicadas en este trabajo, si semejan el trabajo realizado y los errores
cometidos por los inseminadores.

Es importante anotar que este trabajo referido se realiz6 en toros Holstein, los
cuales, tal y como lo reporta Villa, (2010) en su investigacion, este genotipo mostro
tener un semen mas resistente que los otros dos evaluados (Pardo suizo y Jersey).
En otro trabajo realizado por (Barth et al; 2000), se hallaron pardmetros mas bajos
para el genotipo Brahman, comparados con el genotipo Holstein. Las causas
pueden deberse como lo sefiala Parks, (2003) a que el calentamiento de los
testiculos provoca que los espermatocitos en la fase meidtica sean destruidos y se
den alteraciones en la transformacion de espermatides a espermatozoides,
principalmente cambios de condensacion de la cromatina nuclear, formacion de la
cola y desarrollo del casquete acrosémico. Lo cual l6gicamente repercute en el
proceso de criopreservacion y desarrolla poca resistencia a una mala manipulacion
de la pajilla.

No se encontr6 evidencia suficiente para afirmar que existen diferencias
significativas en los resultados del porcentaje de NAR por efecto de los genotipos
de estudio (Brahman y Gyr).

Tabla 9. Comparaciones de Membrana Acrosomal Normal (NAR) entre los genotipos Brahman y
Gyr.
Estadistico de prueba

Cenelize estandarizado? n P
Brahman -0.426 12 0.670
Gyr -0.928 12 0.354

! Prueba de Jonckheere-Terpstra de alternativas ordenadas para muestras independientes.

No se observaron diferencias significativas entre Brahman y Gyr respecto a los
tratamientos empleados: convencional, descongelacion en la axila durante 30
segundos, descongelacion por 8 minutos y por fuera del cuello del termo, lo cual se
afirma con una confianza del 95%.
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Tabla 10. Comparaciones de Membrana Acrosomal Normal (NAR) entre tratamientos para los
genotipos Brahman y Gyr.
U de Mann-Whitney

Tratamientos estandarizada N p
Convencional 0.655 6 0.700
Descongelacion en la axila 1.964 6 0.100
durante 30 seg.

Descongelacién por 8 min. 1.771 6 0.100
Por fuera del cuello del termo 1.993 6 0.100
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Figura 4. Distribuciéon del porcentaje de membrana Acrosomal Normal (NAR) en Brahman y Gyr
bajo cuatro diferentes metodologias de descongelacion.

La figura 4 permite evidenciar que el tratamiento convencional mostré un porcentaje
de NAR superior a los demas tratamientos en cada uno de los genotipos. Por otro
lado se observa que el comportamiento de la variable NAR es diferente entre los
genotipos dentro de los tratamientos “Descongelamiento en la axila durante 30
segundos”, Descongelamiento por 8 min” y “por fuera del cuello del termo”,
Finalmente se observa que los valores mas bajos de NAR se presentan para el
genotipo Brahman en el tratamiento de “descongelacion en la axila durante 30
segundos”

Tablall. Comparaciones del porcentaje de Membrana plasmatica Normal/Membrana Acrosomal
Normal (MPN/MAN) entre los genotipos Brahman y Gyr.

Estadistico de prueba

Genotipo estandarizado? B P
Brahman -1.279 12 0.201
Gyr -1.139 12 0.255

1 Prueba de Jonckheere-Terpstra de alternativas ordenadas para muestras independientes.
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No hay evidencia suficiente en la muestra para afirmar que exista diferencia
significativa entre los genotipos para MPN/MAN, lo cual se afirma con una confianza
del 95%.

Al comparar los resultados del porcentaje de MPN/MAN entre Brahman y Gyr, bajo
la influencia del tratamiento convencional, no se encontrd evidencia suficiente para
sefalar  diferencias entre genotipos, al nivel 0.05. Los tratamientos de
descongelacion en la axila por 30 segundos, descongelacion por 8 minutos y fuera
del cuello del termo tampoco mostraron diferencias entre Brahman y Gyr respecto
al porcentaje de MPN/MAN, lo cual se afirma con una confianza del 95% (tabla 12).

Tabla 12.Comparaciones del porcentaje de MPN/MAN entre los Tratamientos.
U de Mann-Whitney

Tratamientos estandarizada N p
Convencional 1.993 6 0.100
Descongelacién en la axila durante 1.964 6 0100
30 seg.

Descongelacién por 8 min. -0.674 6 0.700
Por fuera del cuello del termo 1.964 6 0.100

La figura 5 se puede observar que los valores para MPN/MAN son mayores para
el genotipo Gyr con respecto al genotipo Brahman en los tratamientos
“Convencional’, “Descongelacion en la axila por 30 segundo” y “Por fuera del cuello
del termo”. De igual forma se puede observar que el tratamiento “Convencional”,
con respecto a los demas tratamientos, presenta los mayores valores para
MPN/MAN en cada uno de los genotipos. Finalmente el menor valor para MPN/MAN
esta presente en el genotipo Brahman en el tratamiento “Descongelacién en la axila

durante 30 segundos”.

Los resultados permitieron evidenciar que solamente el semen descongelado
sometido al protocolo convencional estuvo por encima de los minimos propuestos
en las investigaciones de Barth et al., 2000; Catena and Cabodevila, 1999; Gomez
and Migliorisi, 2009). En los demas tratamientos se evidenciaron resultados por
debajo de estos minimos propuestos para la evaluacion de la Membrana Acrosomal
(50%). Este hecho pudiera afectar notablemente la tasa de fertilidad, ya que el
proceso de capacitacion acrosomal representa un requisito definitivo para la
fertilizacion y sélo los espermatozoides debidamente capacitados pueden realizar
la reaccion acrosomal de manera sincronizada con la fase de penetracién del oocito,
tienen la habilidad de pasar a través de la zona pellcida y de fusionarse con el 6vulo
para formar un embrién (Januskauskas et al; 2000).

Son pocos o de escasa publicacién los trabajos semejantes al presentado. No
obstante los resultados obtenidos en investigaciones que evaluaron solo el efecto
de la criopreservacién sobre las variables trabajadas, pueden servir de referencia.
Ejemplo, son los resultados obtenidos en las investigaciones de (Rubio-Guillen et
al; 2007), en las cuales evalu6 el efecto de la criopreservacién sobre ambas
membranas (plasmatica y acrosomal) evidenciando resultados mas altos
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porcentualmente, que los obtenidos en este trabajo, o que estaria sugiriendo un
dafio agregado por las fallas en la manipulacion de las pajillas al momento de
implementar la Técnica Instrumental en la Inseminacion Artificial. Estos resultados,
en la evaluacién de la MP y de la MA son muy relevantes debido a que el ORT ha
demostrado tener una correlacion alta y positiva con la capacidad fecundante del
espermatozoide (Quintero, 2003).
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Figura 5. Distribucion del porcentaje de MPN/MAN Brahman y Gyr bajo cuatro diferentes
metodologias de descongelacién

Errores en la manipulacién de la pajilla afectan la funcionalidad espermatica, la cual
puede verse afectada por la injuria, causando un efecto deletéreo sobre la funcién
del acrosoma (Estévez, et al; 2000; Prathalingam et al; 2005) y de la membrana
plasmatica, potencial de membrana mitocondrial e integridad del ADN (Bollwein et
al; 2008). Los espermatozoides sometidos a injuria estan sujetos a alteraciones en
su estructura, como dilatacion y rompimiento a nivel de la membrana, cambios de
permeabilidad en la misma; hay cambios en la estructura de fosfolipidos y proteinas
gue traen como consecuencia una reduccion en su motilidad y viabilidad
(Thundathil et al; 1999; Roncoletta et al; 2006). Cambios estructurales dan
conllevan prematura capacitacion, afectandose la vida media de los
espermatozoides y su capacidad fertilizante; diversos trabajos correlacionan la
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presencia de capacitacion espermatica prematura en semen descongelado con su
capacidad fertilizante (Thundathil et al; 1999; Maxwell et al; 1999).

En este trabajo se pudo evidenciar que las muestras seminales de los toros resisten
de manera distinta el proceso de congelacion- descongelacion seminal, de alli que
muchas veces se puede encontrar toros destinados a IA, con excelentes parametros
de calidad seminal en las muestras frescas y que sean catalogados posteriormente
como malos congeladores, obteniendo diferentes fertilidades a nivel de campo
(Madrid-Bury, 2004; Rubio Guillén et al, 2007).

En este trabajo, en términos generales, el genotipo Brahman mostré los menores
porcentajes como respuesta a la injuria causada por los Inseminadores, tanto para
la evaluacién de la membrana plasmatica (HOST y ORT), como para la evaluacion
de la membrana acrosomal (ORT). Algunos autores reportan que los toros Bos
Indicus presentan siempre una menor produccion y menor calidad espermaticas, sin
importar bajo qué condiciones se encuentran en comparacion con los Bos Taurus
(Fields et al; 1982). Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en el trabajo
de (Villa, 2010), en el cual se evaluaron 3 genotipos del Bos Taurus bajo las mismas
condiciones y variables y cuyos resultados fueron superiores a los obtenidos en la
presente evaluacion.

Conclusiones

Las observaciones a los 33 inseminadores permitieron evidenciar fallas en la
implementacion de la técnica instrumental en los programas de inseminacion
artificial con efectos deletéreos para la calidad seminal del semen congelado-
descongelado evaluado.

En términos generales se puede concluir que no existid diferencia significativa entre
los tratamientos evaluados para las variables supervivencia y funcionalidad de las
membranas espermaticas (plasmatica y acrosomal) por efecto de los genotipos
evaluados. No obstante adquiere relevancia la evaluacion descriptiva porcentual en
la cual se puede apreciar efectos nefastos para la funcionalidad de la membrana
plasmatica y acrosomal cuando se replicaron las fallas en el Laboratorio.

Se sabe que la criopreservacion, tiene como proposito garantizar la supervivencia
de los espermatozoides, sin embargo, en una elevada y variable proporcion de ellos
suele ocasionar dafios irreversibles a la membrana plasmatica y acrosomal que
pueden causar muerte celular e infertilidad. Los resultados de este experimento
demuestran que el proceso de congelacion-descongelacion afecta la integridad de
estas membranas, tanto a lo referente a morfologia como a funcionalidad. Sin
embargo, se pudo demostrar como los espermatozoides de los diferentes toros
evaluados, resisten de manera distinta los efectos detrimentales de la
criopreservacion y las fallas en la implementacion de la técnica instrumental. Asi
mismo, el estudio confirma que el dafio criogénico puede ocurrir indistintamente
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sobre la integridad estructural y funcional MP y MA, lo que pudiera afectar la
capacidad fecundante de las muestras seminales destinadas a IA.
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