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Proteinas del plasma seminal y calidad espermatica de toros
Romosinuano y Costeio con Cuernos

Seminal plasma proteins and sperm quality of Romosinuano and Costefio con
Cuernos bulls

Juan Carlos Fernandez N.!, Natalia Herrera P.!, Maria Vergara A.2, Lina Coronado
M.2, Clara Rugeles P.2, Fabian Rueda A.}, Jaime Cardozo C.}

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar mediante SDS PAGE el perfil de proteinas del
plasma seminal de toros criollos Romosinuano (ROMO) y Costefio con Cuernos (CCC) y
su relacion con los parametros de calidad espermatica en semen fresco y descongelado.
Se colectaron tres eyaculados por toro mediante electro-eyaculacion de 10 reproductores
ROMOy 10 CCC. En semen fresco se determino viabilidad (VF), motilidad masal (MMF),
motilidad individual rdpida progresiva (MIRPF) y concentracion espermatica (CE). El
plasma seminal (PS) se obtuvo mediante doble centrifugacion. En el semen descongela-
do se determind motilidad individual de répidos progresivos (MIRPPC), progresividad
(PRPC), rapidos progresivos (RPPC) y medios progresivos (MPPC), en ambos casos
usando el sistema de andlisis computarizado CASA. Adicionalmente se determin6 la
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viabilidad (VPC), e integridad de la membrana mediante el test hipoosmotico. Las protei-
nas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS PAGE). Los datos se
analizaron mediante prueba de T de student y la presencia de proteinas por Chi cuadrado.
Larelacion entre las proteinas y los parametros de calidad seminal mediante la prueba de
correlacion de Pearson y componentes principales de regresion hacia adelante. En semen
fresco se evidenciaron diferencias (p<0.05) entre las dos razas para CE y MIRPF, y en
semen congelado-descongelado para VPC. Se evidenciaron 10 bandas de proteina en
toros ROMO y 7 en toros CCC. Las bandas de 13, 83 y 121 kDa se relacionaron positiva-
mente y la de 15 kDa negativamente con VF de toros ROMO. Las bandas de proteinas de
21, 25,102 y 174 se relacionaron tanto con MF y CE en toros ROMO. En conclusion, se
establecieron los perfiles electroforéticos de proteinas del plasma seminal de toros ROMO
y CCC. Las relaciones entre las bandas detectadas con la calidad espermatica podrian
explicar en parte la capacidad fecundante del espermatozoide de estas razas.

Palabras claves: calidad seminal, SDS-PAGE, bovinos criollos, proteinas, plasma seminal

ABSTRACT

The aim of this study was to determine by SDS PAGE the protein profile of the
seminal plasma of Romosinuano (ROMO) and Costefio con Cuernos (CCC) bulls and
their relationship with sperm quality parameters in fresh and thawed semen. Three
ejaculates per bull were collected by electro-ejaculate from 10 ROMO and 10 CCC sires.
Viability (VF), mass motility (MMF), individual rapid progressive motility (MIRPF) and
sperm concentration (CE) were determined in fresh semen. Seminal plasma (PS) was
obtained by double centrifugation. Individual motility of rapid progressives (MIRPPC),
progressivity (PRPC), rapid progressives (RPPC) and medium progressive (MPPC) were
determined in thawed semen, in both cases using the CASA computerized analysis system.
Additionally, viability (VPC) and membrane integrity were determined by the hypoosmotic
test. Proteins were separated by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE). The
data was analyzed by Student’s T test and the presence of proteins by Chi square. The
relationship between proteins and seminal quality parameters using Pearson’s correlation
test and principal components of forward regression. In fresh semen, differences (p<0.05)
were found between the two breeds for CE and MIRPF, and in thawed semen for VPC. Ten
protein bands were evidenced in ROMO bulls and 7 in CCC bulls. The 13, 83 and 121 kDa
bands were positively related and the 15 kDa negatively with VF from ROMO bulls.
Protein bands 21, 25, 102 and 174 were associated with both MF and CE in ROMO bulls.
In conclusion, the electrophoretic profiles of seminal plasma proteins from Romosinuano
and Costefio con Cuernos bulls were established. The relationships between the bands
detected with the sperm quality could partly explain the fertilizing capacity of the sperm
of these breeds.

Key words: seminal quality, SDS-PAGE, creole cattle, proteins, seminal plasma

INTRODUCCION nas caracterizadas por su adaptacion a las
condiciones tropicales que se ubican en el

Valle del Sinu, sabanas de Sucre y Bolivar.

Las razas Nbovinas Romosinuano Los machos reproductores de estas razas
(ROMO) y Costefio con CUCTPOS (CCO) f(?r- presentan valores de viabilidad, motilidad,
man parte del grupo de razas criollas colombia- morfologiay concentracion espermética (ca-
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lidad seminal) superiores a los de razas intro-
ducidas (Espitia et al., 2006). La estimacion
de la calidad seminal puede asociarse con el
potencial fértil de un animal, y se considera
fundamental en procedimientos de reproduc-
cion asistida como la inseminacion artificial a
tiempo fijo y la fertilizacion in vitro
(Januskauskas et al., 2001). Sin embargo, la
estimacion de la calidad seminal no siempre
acierta en aspectos fundamentales de la fun-
cion espermatica (Kastelic, 2013). En este
sentido, las herramientas moleculares como
la protedmica evidencian que la fertilidad del
reproductor esta fuertemente ligada a la pre-
sencia y/o ausencia de proteinas especificas,
tanto en el plasma seminal como en la mem-
brana espermatica, que pueden convertirse
en biomarcadores de la fertilidad del
reproductor (Manjunath y Chadonet, 1993).

En el plasma seminal, proteinas como
las BSP (binding seminal proteins) estan
envueltas en la proteccion de la membrana
espermatica, la union del espermatozoide al
oviducto, la capacitacion espermatica y la
fecundacion misma (Kumar et al., 2012). Las
proteinas acidas del fluido seminal (aSFP)
evidencian un efecto antioxidante
(Bustamante et al., 2014), mientras que las
proteinas inhibidoras de metaloproteinasas
(TIMPS) se relacionan con la membrana del
espermatozoide y la fusion de gametos
(Moura et al., 2007). Las espermadhesinas
se relacionan con la capacitacion espermatica
y prevencion de la poliespermia (Moura et
al., 2010), y la osteopontina (OPN) acttia li-
gando la unién espermatozoide-ovocito
(Moura et al., 2011).

No obstante, se desconoce el perfil
electroforético de las proteinas del plasma
seminal de toros criollos ROMO y CCCy su
relacion con la calidad seminal, de alli que el
proposito de este estudio fue generar el perfil
de estas proteinas en toros Romosinuano y
Costeflo con Cuernos mediante electroforesis
(SDS PAGE) en geles de poliacrilamida, asi
como y establecer posibles relaciones con las
variables de calidad espermatica.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion

Esta investigacion se realizo en el Cen-
tro de Investigacion Turipana de la Corpora-
cion Colombiana de Investigacion Agrope-
cuaria — AGROSAVIA —, ubicado en el mu-
nicipio de Cereté, departamento de Cérdoba,
Colombia. La zona presenta una temperatu-
ra promedio de 29.7 °C, humedad relativa
promedio de 77.8% y precipitacion media
entre 1352 a 1646 mm/afio, con distribucion
bimodal.

Animales

Se trabajo con 10 toros ROMO y 10
toros CCC con edades entre 3 y 6 afios. Los
animales permanecieron bajo las mismas con-
diciones nutricionales mediante un modelo de
pastoreo rotacional en praderas de
Brachiaria decumbens, suplementados con
sal mineralizada y suministro de agua a vo-
luntad.

Muestras Seminales

Se colectaron tres muestras seminales
de cada animal mediante electro eyaculacion,
con un mes de intervalo entre las colectas. A
cada eyaculado se le determino las variables
de calidad seminal convencional, viabilidad
(VF), motilidad masal (MMF), motilidad indi-
vidual progresiva (MIRPF) y concentracion
espermatica (CE). La VF mediante el conteo
de espermatozoides segun la coloracion ob-
tenida con la tincidn de eosina-nigrosina, vis-
to al microscopio (Olympus CH-2) con obje-
tivo de 40x. La motilidad espermatica me-
diante estimacion visual del porcentaje de
espermatozoides con movimiento progresivo
en una alicuota de 8 il en microscopio 6ptico
con objetivo de 40X. La CE se determino
mediante método espectrofotométrico con
ayuda del equipo Spermacue Minitube®.
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Plasma Seminal y Cuantificacion de Pro-
teinas

El plasma seminal (PS) se obtuvo por
doble centrifugacion de 2 ml del eyaculado a
7500 g durante 5 min a4 °C. El sobrenadante
fue filtrado con una membrana Millipore 6 V
de 0.22 im. Al filtrado se adiciono
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 5 uM (1.0
pul/ml de PS) como agente inhibidor de
serinoproteasas y se almacen6 a -20 °C. La
cuantificacion de proteinas se hizo segiin
Bradford (1976).

Crio preservacion del Semen y Calidad
Seminal Post-descongelacion

La criopreservacion se realizo utilizan-
do el medio comercial para congelacion
(Bioxcell®, IMV Francia, proporcion 1:2
diluyente) y se dejo por 10 minutos a 37 °C.
Al homogenizar la muestra, se procedio a
descender la temperatura en refrigeracion
hasta alcanzar los 5 °C en un periodo de 2.5
h. Se adiciono el diluyente faltante para com-
pletar las dosis de la pajilla (0.5 ml) quedando
durante 16 h en periodo de equilibrio. Luego,
las pajillas fueron empacadas y selladas uti-
lizando el equipo IMV L’aigle France tipo
MRS 1. Se procedi6 a disminuir la tempera-
tura en vapores de nitrogeno liquido durante
10 min, para finalmente sumergir las pajillas
en el nitrogeno liquido para alcanzar una tem-
peratura de -196 °C.

El proceso de descongelacion de las
pajillas se efectud utilizando un equipo de bafio
maria a 37 °C durante 4 s. Las pajillas son
secadas, se corta un extremo y se deposita el
contenido en un vial y se toma 3 pl para su
evaluacion en el equipo Sperm Class
Analyzer® CASA System v. 6.6 (Microptic).
Se determind el porcentaje de esperma-
tozoides con motilidad individual rapida pro-
gresiva (MIRPPC), porcentaje de esperma-
tozoides con motilidad media progresiva
(MPPC), porcentaje de espermatozoides ra-
pidos progresivos (RPPC), progresividad

(PPC) y viabilidad post congelacion (VPC).
Se realiz6 también la prueba de endosmosis
(PHT) (Ramu y Jeyendran, 2013), para de-
terminar la integridad de la membrana
espermatica.

Electroforesis Unidimensional (SDS-
PAGE)

Para la separacion unidimensional de las
proteinas se tomaron 15 pg de proteinas del
plasma seminal y se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970). El procedimiento se realizo
en geles de 7 x 8 cm y de 1.0 mm de grosor,
en gradiente de concentracion lineal de
poliacrilamida (10-20%). Las soluciones de
poliacrilamida se prepararon a partir de una
solucion stock al 30%, en un tampén con Tris-
Base 1.38 M, EDTA al 0.3% y SDS
(dodecilsulfato sddico) al 0.4% en agua a pH
8.8. La polimerizacion se realizo con 0.8 pl/ml
de TEMED (N, N, N’, N’ Tetrametil-
etilendiamina) y 17 pul/ml de APS (persulfato
de amonio) al 4%. Se mezcl6 15 pg de pro-
teina total con un tampon de carga compues-
to por 60% de glicerol, 5% SDS, 0,125 M
Tris-HCI a pH 6.8, 5% 2- Mercaptoetanol,
10 mM EDTAy 0,1% azul bromofenol.

Para la determinacion de los pesos
moleculares de las bandas se usé el marca-
dor de peso molecular «Precision plus protein
estandar» (Bio-Rad®). La electroforesis se
realiz6 a 85 v durante 180 min. Los geles se
tifieron con azul brillante de Coomassie, y se
revelaron con una solucion decolorante a base
de metanol-acido acético, hasta la visualiza-
cion de las bandas de proteina. Finalmente,
los geles se digitalizaron en un documentador
(Molecular Imagen Gel Doc, Bio-Rad®) y las
imagenes obtenidas se analizaron con el soft-
ware Image Lab® para determinar el peso
molecular y la concentracion relativa de las
bandas de proteinas.
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Cuadro 1. Porcentajes espermaticos de viabilidad (VF), motilidad masal (MMF), motilidad
individual rapida progresiva (MIRPF) y concentracion espermatica (CE) en
semen fresco y de viabilidad (VPC) y motilidad rapida progresiva (MIRPPC) en
semen congelado-descongelado de bovinos criollos Romosinuano (ROMO) y
Costeno con Cuernos (CCC)

MMF+DE MIRPF+DE CE+SD VPC+DE  MIRPPC

(1]
Raza  VEXDE (%) o) (%) (SPZx10%ml) (%)  +DE (%)

ROMO 784+113 83.6+11.3 81.5+11.0 1013£295.8* 32.8+9.2* 40.8+15.7*
CCC 82 +£8.2 81.7+£9.2 81.7+83 831.8+271.3> 172+79> 22.9+74°

ab Valores con diferentes letras en columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

DE: desviacion estandar

Analisis Estadistico

Las variaciones de motilidad y viabili-
dad espermatica de semen fresco y congela-
do se analizaron mediante una prueba T-
Student pareada. Se determiné el coeficiente
de correlacion (r?) entre la cantidad relativa
de cada banda de proteina y los parametros
de calidad seminal. Ademas se realizé una
prueba de componentes principales y un pro-
cedimiento de regresion hacia adelante como
una aproximacion para determinar las ban-
das de proteina que pueden explicar en ma-
yor medida el comportamiento de las varia-
bles de la calidad seminal.

RESULTADOS

Calidad seminal en semen fresco y crio pre-
servado

En semen fresco solo se encontraron
diferencias (p<0.05) en los valores de CE de
las dos razas (Cuadro 1). En el semen crio
preservado se evidenciaron diferencias
(p<0.05) para los valores de viabilidad post-
descongelacion (VPC) y motilidad individual
rapida progresiva post-descongelacion
(MIRPPC), con mayores valores para laraza
ROMO (Cuadro 1).
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Perfiles electroforéticos SDS-PAGE de pro-
teinas del plasma seminal

El analisis de los perfiles electroforéticos
de las proteinas de plasma seminal evidencid
la presencia de 10 y 7 bandas de proteinas en
el plasma seminal de toros ROMO y CCC,
respectivamente (Figura 1). En cuanto a la
concentracion relativa de las proteinas, las
bandas de 13 kDa y 15 kDa fueron las de
mayor valor en el plasma seminal de ambas
razas (Cuadro 2).

El analisis de correlacion entre las ban-
das de proteinas y las variables de calidad
seminal solo evidencio6 relaciones para los
toros ROMO. Las bandas de proteina de 13
y 83 kDa correlacionaron con VF (p<0.01,
= 0.53; p<0.05, r=0.40 respectivamente),
mientras que las bandas de 75 y 102 kDa
correlacionaron con la CE (p<0.05, r=0.55;
p<0.04, r=0.47 respectivamente) en semen
fresco. Por su parte en semen congelado, las
bandas de proteina de 68, 75, 83 y 174 kDa
correlacionaron de forma negativa con
MIRPPC (p<0.005, r=-0.76; p<0.04,1=-0.53;
p<0.05, r=-0,42 y p<0.05, r=-0.39 respecti-
vamente), y las bandas de 75 y 83 kDa tuvie-
ron igualmente una relacion negativa (p<0.004,
r=-0.73; p<0.007, r=-0.56 respectivamente)
con VPC (tabla 3).
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Cuadro 2. Concentracion relativa y frecuencia de presentacion de las bandas de proteinas en

plasma seminal de toros Romosinuano y Costefio con Cuernos

Banda de Romosinuano Costeno con Cuernos
proteina Concentracion Frecuencia Concentracion Frecuencia
(kDa) relativa (%) (n) relativa (%) (n)

174 1.48+0.56 24 3.50+1.7 26
121 0.97+0.47 20 - -
102 1.95+1.1 20 - -
83 3.24+1.3 21 - -
75 2.11£1.0 13 2.14+0.9 27
68 1.56+0.7 11 2.04+0.8 23
25 5.1£2.8 12 5.5344.2 12
21 2.55+1.7 22 5.15£1.8 23
15 46.05+23 29 51.99+13.6 30
13 3497+11.3 20 29.61+13.7 29

El analisis de componentes principales
en toros ROMO evidenci6 la existencia de
relaciones positivas de pequefio valor entre
MMF, MIRPF y CE con las bandas de pro-
teinas de 21, 25, 102 y 174 kDa en semen
fresco. Ademas, se evidencid una relacion
inversa entre estas variables y la banda de
proteina de 15 kDa. Por otra parte, se evi-
denciaron relaciones positivas entre la varia-
ble de VF y las bandas de 13, 83 y 121 kDa,
y una relacion negativa con la banda de 15
kDa. Las variables de calidad seminal post-
descongelacion de MIRPPC, progresividad,
MPPC, RPPC, VPC y PHT fueron negati-
vas con las bandas de 13, 68, 75, 83 y 121
kDa. Asimismo, se evidenciaron relaciones
menores y positivas entre estas variables de
calidad seminal y las bandas de 21, 25,102 y
174 kDa (Figura 2).

En cuanto a los toros CCC, el analisis
de componentes principales evidencio en se-
men fresco relaciones pequefas y directas
entre MM, MIRP y CE con las bandas de
proteinas de 15 y 174 kDa, y relaciones in-

versas de estas variables con la proteina de
75 kDa (Figura 3). En semen congelado se
evidenciaron relaciones directas entre las
variables VPC, MIRPPC, progresividad,
RPPC y MPPC con las bandas de proteinas
de 15y 174 kDa, y negativas entre las varia-
bles de calidad mencionadas y la banda de
75 kDa (Figura 3).

Los datos se sometieron a un procedi-
miento de regresion hacia adelante para de-
tectar interacciones de las bandas de protei-
nas con las variables de calidad seminal se-
leccionando modelos significativos mayor al
95%. El modelo en el caso del semen fresco
de toros ROMO y la viabilidad espermatica
semen fresco integré a las bandas de 15y 75
kDa, mientras que para viabilidad post-con-
gelacion, se integraron las bandas de 75 y 83
kDa. Para la motilidad en semen fresco se
relacionaron las bandas de 15, 21, 68 y 83
kDay en semen post-congelacion las bandas
de 13, 15, 68 y 75 kDa (Cuadro 4). Por su
parte, en toros CCC, las bandas de 21,25y
75 kDa explican la motilidad en semen fres-
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130 kDa

90 kDa
70 kDa

45 kDa
30kDa

20kDa

13 kDa

Figura 1. Perfil electroforético de las proteinas del plasma seminal de toros ROMO (lineas 2-7);
y CCC (lineas 8-12). Marcador de peso molecular en la linea 1.

Cuadro 3. Correlaciones entre las bandas de proteinas y las variables viabilidad (VF) y
concentracion espermatica (CE) en semen fresco, y motilidad individual rapida

progresiva (MIRPPC) y viabilidad espermatica en semen congelado-descongelado
(VPC) de toros Romosinuano

Semen fresco Semen congelado-descongelado
Bandas de
proteinas (kDa) VF CE MIRPPC VPC
(%) (SPZx10%ml) % %
174 (r=-0.39%)
102 (r=0.47%)
83 (r=0.40%) (r=-0.42%) (r =-0.56%%)
75 (r=10.55%) (r=-0.53%) (r=-0.73%%*%)
68 (r =-0.76%*%*)
13 (r=0.53*%)

*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005
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Figura2. Analisis de componentes principales. Se evidencian las relaciones entre las variables
de calidad seminal de semen fresco y pos-descongelado con las bandas de proteina en

toros Romosinuano

co, mientras que en semen post-congelacion
solo se explica por la banda de 75 kDa (Cua-
dro 4). Vale indicar que solo se selecciona-
ron modelos significativos mayor al 95%.

DiscusioN

La CE en semen fresco fue mayor en
toros ROMO, sugiriendo una mayor capaci-
dad fecundante a la de los toros CCC. En
este sentido, se han reportado diferencias en
la CE entre grupos raciales (Novianti ef al.,
2020), y ciertamente entre animales del mis-
mo grupo racial (Assumpcao et al., 2013).

La CE en toros ROMO fue similar al repor-
tado por Palmieri et al. (2004).

Se obtuvo un mayor porcentaje de
espermatozoides viables y motiles en semen
congelado-descongelado en toros ROMO que
en toros CCC. Esta respuesta podria estar
asociada con la presencia de moléculas es-
pecificas del plasma seminal que protegerian
la membrana espermatica del estrés térmico
y oxidativo ocasionado por la congelacion.
(Pini et al., 2018).

Es de resaltar que las bandas de protei-

nas de 13 y 15 kDa son las de mayor con-
centracion relativa en el plasma seminal de

Rev Inv Vet Peru 2022; 33(2): 21033
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Figura 3. Analisis de componentes principales. Se evidencian las relaciones entre las variables
de calidad seminal de semen fresco y pos-descongelado con las bandas de proteina en

toros Costenio con Cuernos

ambas razas, y posiblemente en ellas se en-
cuentren las proteinas pertenecientes a la
familia de las BSP (Sarsaifi et al., 2015). Mas
especificamente, la banda de proteina de 15
kDa podria corresponder a la BSPA1/A2
(Abou y Tulsiani, 2009), mientras que la ban-
da de 13 kDa podria ser la BSP A3 (Moura
et al.,2007; Mungai et al., 2011).

Un hallazgo interesante es la presencia
exclusiva de las bandas de proteina de 83 kDa,
102kDay 121 kDa en el PS de toros ROMO.
La banda de 83 kDa podria corresponder a
la gelsolina (Belleannée et al., 2011) que pro-

Rev Inv Vet Peru 2022; 33(2): €21033

tege a las células de efectos toxicos (Jobim
et al.,2004) y regula la motilidad y viabilidad
del espermatozoide (Ickowicz et al., 2012).
En tanto, la banda de 102 kDa, podria ser el
péptido beta-manosidasa (Kelly et al., 2006),
la cual se le relaciona con la interaccion de
espermatozoide-oocito (Belleannée et al.,
2011) y con la implantacion y desarrollo ini-
cial del embrion (Venditti et al., 2010). La
presencia de esta banda de proteina en el PS
de toros ROMO podria influenciar las mayo-
res tasas de fecundacion reportadas en estos
toros raza con respecto a los CCC.



J. Fernandez et al.

Cuadro 4. Ecuaciones de los modelos construidos a partir de la cantidad relativa de cada
banda. Ecuaciones a través de regresion hacia adelante como aproximacion para
explicar las variables de calidad seminal de toros Romosinuano y Costefios con

Cuernos.
<
8 Variable  Ecuacion del modelo 7 Pr>F
~ modelo
o VF 75.55 - 0.07%[15 kDa] + 2.39%[75 kDa] + 1.54*[83 kDa] 023 _ 0.042
§ VPC 39.87 - 1.79%[75 kDa] - 1.83*[83 KDal 027  0.013
g MIRPF 67.29 - 0.25*[15 kDa] - 2.78*[21 kDa] - 2.47*[68 kDa] - 0.36 0.017
g 2.98*[83 kDa]
S MIRPPC  4.11+0.39%13 kDa] +0.23+*[15 kDa] - 496*(68 kDa] - 0.46  0.002
2.87*[75 kDa]
o » MIRP 103 - 2.51%[21 kDa] - 2.14*[25 kDa] - 4.02*[75 kDa] 030  0.023
o
% g £ MMF 110.2 - 2.74*[21 kDa] - 2.76*[25 kDa] - 6.17*[75 kDa] 045  0.001
S 7 & MIRPPC  33-58 - 5.48%(75 kDal 013 0.046

Viabilidad espermatica en semen fresco (VF), viabilidad espermatica en semen descongelado (VPC),
motilidad individual rapida progresiva en semen fresco (MIRPF), motilidad individual rapida progresiva
en semen post descongelacidon (MIRPPC), motilidad individual rapida progresiva en semen y motilidad

masal en semen fresco (MMF)

Los analisis mostraron mayor numero
de bandas de proteinas relacionadas con los
parametros de calidad espermatica en toros
ROMO. El analisis de correlacion general
solo evidenci6 correlaciones en semen fres-
co y descongelado de toros ROMO. En se-
men fresco se evidencio relacion positiva entre
la VF y las proteinas de 13 y 83 kDa. La
banda de 13 kDa posiblemente corresponda
a la BSP A3 que ha sido reportada con este
peso molecular, y que se caracteriza por te-
ner un potencial electrostatico negativo
(Mungai et al., 2011), lo cual le permite pre-
servar su integridad. Kumar et al. (2012) y
Muhammad et al. (2014) 1a han asociado con
fertilidad de toros tipo carne.

La correlacion positiva de la banda de

83 kDa (posible gelsolina) podria deberse a
que en semen fresco esta proteina no provo-
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ca despolimerizacion de la actina, al encon-
trarse unida a fosfoinositidos, con lo cual la
actina se mantendria polimerizada (Ickowicz
et al.,2012), lo que podria contribuir con la
integridad de la membrana espermatica.

Se encontro correlacion positiva entre
la CE y las proteinas de 75 y 102 kDa en
semen fresco de toros ROMO. Aunque no
se ha reportado investigaciones que asocien
estas proteinas con la CE, la proteina de 75 kDa
podria ser la clusterina, que actia como
chaperona al solubilizar péptidos parcialmen-
te desnaturalizados por efectos del estrés
celular, por lo que reduciria los efectos toxi-
cos de proteinas desnaturalizadas sobre los
espermatozoides (Mascarenhas et al., 2009),
manteniendo la CE en niveles deseables. Por
otro lado, no se tienen reportes que sefialen
relacion alguna de la banda de 102 kDa (po-
sible B-manosidasa) con la CE.
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Cuando los datos se analizaron por com-
ponentes principales, la VF se vio influenciada
de manera positiva por las bandas de 13,83y
121 kDa y negativa por la banda de 15 kDa.
No se conoce el papel de la banda de 121
kDa en el funcionamiento del espermatozoi-
de, pero esta relacion sugiere que puede ac-
tuar como protectora de la membrana del
espermatozoide. Por otro lado, la accion de
la banda de 15 kDa seria de provocar la sali-
da de colesterol de la membrana espermatica,
conduciendo a su desestabilizacion y a la ca-
pacitacion espermatica.

El analisis de componentes principales
evidencio relaciones positivas con las protei-
nas de 21, 25 y 174 kDa, y negativa con la
banda de 15 kDa. La banda de 21 kDa pue-
de ser aquella identificada por Mungai et al.
(2007) en toros Limousin con peso molecular
de 20 kDa, que fue asociada con la recupe-
racion de la permeabilidad de la membrana
espermatica del espermatozoide sometido a
choque térmico. De la misma forma, Barrios
et al. (2000) reportaron una proteina de 20
kDa en PS de ovinos, que seria responsable
de la restauracion de la membrana del esper-
matozoide sometido a procesos de estrés
térmico por frio. Por otro lado, la banda de
25 kDa podria tratarse de TIMP-2 (Moura
et al.,2007), parte de la familia de las protei-
nas inhibidoras de las metaloproteinasas, las
cuales se relacionan con la membrana y la
fusion de los gametos. En tanto, la banda de
174 kDa podria tratarse de la reportada en
PS de toros Simmental (Baharun e al., 2021),
con peso molecular entre 156 y 180 kDa, que
serelaciono con la fertilidad del animal y que
basado en su peso molecular se trataria de la
proteina reguladora del complemento C3
(180 kDa). Estas proteinas son posiblemen-
te importantes en la interaccion del plasma
seminal con la respuesta inmunologica del tracto
femenino (Rodriguez-Martinez ez al., 2011).

El analisis de componentes principales
para las variables de motilidad (MMF y
MIRPF) en semen fresco mostré que son
influenciadas por las mismas bandas de pro-
teinas y con igual comportamiento que las que
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influyen en la CE en semen fresco. Es inte-
resante la relacion negativa entre MIRPF y
la proteina de 15 kDa, en caso se trate de la
BSP A1/A2, ya que esta proteina se ha aso-
ciado con la motilidad espermatica (Abou et
al., 2009; Srivastava et al., 2013). Como se
sabe, las BSP, ademas de participar en la
capacitacion del espermatozoide, evidencian
habilidad para prolongar la sobrevivenciay la
motilidad del espermatozoide en el oviducto
(Gwathmey et al., 2006).

El analisis de correlacion evidencio en
semen crio preservado que relaciones nega-
tivas entre las proteinas y VPC y MIRPPC.
Las proteinas de 75 y 83 kDa correlacionaron
con VPC, mientras que MIRPPC con las
bandas de 68, 75, 83 y 174 kDa. La banda de
75 kDa puede ser la clusterina, la cual aglutina
espermatozoides anormales (Ollero et al.,
1998), y que en este caso podria estar ejer-
ciendo su accion sobre los espermatozoides
afectados por la crio preservacion, disminu-
yendo los porcentajes de espermatozoides
motiles y viables (Ibrahim, 1999). Con res-
pecto a la banda de 83 kDa (posible gelsolina),
Azamar et al. (2007) demostraron que pue-
de inhibir drasticamente la motilidad indivi-
dual de los espermatozoides de cobayos, aun-
que la accion depende de su concentracion
(Belleannée et al., 2011). Los papeles ex-
puestos para esta proteina explicarian la re-
lacion negativa encontrada con la VPC y la
MIRPPC en esta investigacion. Con respec-
to a la banda de 68 kDa (posible albumina
por su peso molecular) y 174 kDa no se han
reportado relaciones con la motilidad, pero el
resultado sugiere que esté actuando como un
factor de anti-motilidad.

El analisis de componentes principales
para semen pos-descongelado en ROMO
involucr6 9 de las 10 proteinas que de una u
otra forma se han relacionado con los
parametros de calidad seminal. Las protei-
nas de 13, 68, 75, 83 y 121 kDa se relaciona-
ron negativamente con VPC, PHT, MIRPPC,
Progresividad, MPPC, RPPC, mientras que
las de 21, 25, 102 y 174 lo hicieron positiva-
mente. En cuanto a MIRPPC persisten las
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relaciones negativas con las proteinas de 68,
75 y 83 kDa encontradas en el analisis de
correlacion general, y se suman ademas las
proteinas de 13 y 121 kDa.

Para VPC y PHT, el andlisis corrobord
la relacion negativa con las proteinas de 75 y
83 kDa en el procedimiento de correlacion
general. De otra parte, la BSP A3 (posible-
mente la banda de 13 kDa) posiblemente
incrementa los sitios de union en la membra-
na del espermatozoide para las BSP por pér-
dida de proteinas en la membrana
espermatica (Ollero et al., 1998), los cuales
quedan disponibles para interactuar con el
espermatozoide (Ardony Suarez, 2013). Es-
tos planteamientos pueden explicar la rela-
cion negativa de la banda de 13 kDa con la
VCP y PHT en este estudio.

Un aspecto interesante lo constituye las
relaciones positivas entre la VPC y PHT y
las proteinas de 21, 25, 102 y 174 kDa. La
proteina de 21 kDa puede corresponder con
aquella ligada a la recuperacion de la per-
meabilidad de la membrana espermatica que
ha sido sometida a choque térmico (Mungai
y Machado, 2007). Por otra parte, la proteina
de 25 kDa (posible TIMP2), influye sobre la
viabilidad del espermatozoide mediante la in-
hibicion de la actividad de las metalo-
proteinasas (McCauley ef al., 2001) y la de
102 kDa (posible beta-manosidasa) se ha re-
lacionado con la modulacién de la adhesion
célula-célula (Belleannée et al., 2011), por lo
cual su papel puede estar indirectamente re-
lacionado con el mantenimiento de la viabili-
dad del espermatozoide.

El analisis por componentes principales
en toros CCC evidenci6 el mismo patron de
relacionamiento de las proteinas tanto en se-
men fresco como pos-descongelado con los
parametros de calidad seminal involucrados.
Las proteinas de 15 kDa y 174 kDa se rela-
cionaron positivamente con MM, MIRP y CE
en semen fresco, mientras que la de 75 kDa
se relaciond negativamente. Igual relacion se
vio entre estas proteinas y los parametros
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VPC, MIRPPC, PPC, RPPC y MPPC.
Como se ha dicho, uno de los papeles de la
proteina de 15 kDa (posible BSPA1/A2) esta
relacionado con la motilidad espermatica
(Espitia et al., 2006). En cuanto a la CE no
se conoce relacion con las proteinas de 15y
174 kDa, mientras que la banda de 75 (posi-
ble clusterina) ha sido relacionada negativa-
mente con motilidad espermatica (Ibrahim,
1999), lo cual explicaria lo encontrado en se-
men fresco. En semen congelado de toros
CCC, el analisis de componentes principales
infiere que las proteinas de 15 kDay 174 kDa
podrian ayudarles a mantener la motilidad de
los espermatozoides en condiciones de crio
preservacion, mientras que la relacion positi-
va con VPC sugiere un efecto protector de
la membrana espermatica por parte de esta
proteina en condiciones de estrés por crio
preservacion.

Existen asociacion entre proteinas cuya
relacion depende el funcionamiento del es-
permatozoide de las razas criollas involu-
cradas en este estudio. Igualmente se apre-
cia que ante aspectos estresantes como la
crio preservacion, un mayor numero de ellas
intervienen e inciden en el proceso
reproductivo. Asi mismo proteinas como las
de 20, 75, 83, 102 y 174 kDa, tienen efectos
sobre varios parametros de calidad
espermatica tanto en semen fresco como crio
preservado, lo que sugiere que juegan un pa-
pel de gran importancia, y que forman parte
importante dentro un conjunto de proteinas
que aseguran el adecuado funcionamiento del
espermatozoide.

Respecto al analisis de regresion en to-
ros ROMO, los modelos indicaron la existen-
cia de cuatro proteinas (bandas de 15, 68, 75
y 83 kDa) que se repiten en al menos tres de
los modelos seleccionados (p<0.05). Por otra
parte, en toros CCC se evidenci¢ la existen-
cia de tres proteinas (21,25 y 75 kDa) que se
repiten en los modelos seleccionados
(p<0.05). Asimismo, llama la atencion que en
los tres analisis realizados en semen de toros
ROMO, tanto en semen fresco como crio
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preservado, las bandas de 75 y 83 kDa parti-
cipan o se relacionan con el comportamiento
de varios parametros de calidad espermatica,
mientras que la banda de 75 kDa en toros
CCC es la que denota una mayor participa-
cion o relacion con el comportamiento de los
parametros de calidad seminal.

CONCLUSIONES

e  Elestudio describio por primera vez las
diferencias en el perfil electroforético de
las proteinas del plasma seminal de toros
Romosinuano y Costefio con Cuernos.

e  Tresproteinas de alto peso molecular se
evidenciaron exclusivamente en toros
Romosinuano.

e  Un mayor nimero de proteinas se rela-
cionaron con variables de calidad seminal
en toros Romosinuano, tanto en semen
fresco, como en semen pos-desconge-
lado que en toros Costefio con Cuernos.

e La banda de 75 kDa se presenta en
ambas razas y tiene relacion con las va-
riables de calidad seminal en semen fres-
co y pos-descongelado.
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